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WYKAZ SKROTOW I OZNACZEN

2’dRyb — 2’-deoksyryboza

A —adenina

ACN — acetonitryl

ADD — domena wigzaca cynk bogata w cysteing

ang. — pochodzacy z jezyka angielskiego

BAH - ang. bromo adjacent homology, domena bromozalezna
BMS - siarczek boranowo-dimetylowy

Bnz — benzyl

br s — szeroki singlet

BSA — N,O-bis(trimetylosililo)acetamid

bzw. — bezwodny

C — cytozyna

CG — sekwencja cytozyna-guanina

CpA — dinukleotyd zbudowany z reszt cytozynowej i adeninowej
CpC — dinukleotyd zbudowany z reszt cytozynowych

CpG — dinukleotyd zbudowany z reszt cytozynowej i guanozynowej
CpT — dinukleotyd zbudowany z reszt cytozynowej i tyminowej

CZ. — cZysty

cz.d.a — czysty do analizy

d — dublet

DCM - dichlorometan (chlorek metylenu)

dd — dublet dubletow

DMAP — ang. DNA methyltransferase associated protein, miejsce wigzania biatka
DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DNMT — metylotransferaza

DNMT]1 — metylotransferaza 1

DNMT1b - izoforma metylotransferazy DNMTI1 wystepujaca w komorkach

somatycznych
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DNMT1o - izoforma metylotransferazy DNMT1 wystepujaca w cytoplazmie komorek
przedimplantacyjnego embrionu 1 dojrzatego oocytu

DNMT?2 — metylotransferaza 2

DNMT3a — metylotransferaza 3a

DNMT3b — metylotransferaza 3b

DNMT3L — metylotransferaza 3L

EGCG — galusan epigalokatechiny

eq — ekwiwalent, rownowaznik molowy

ESI — elektrorozpylanie

Et,0 — eter dietylowy

Et;N — trietyloamina

EtOAc — octan etylu

Fur — furfuryl

GK - odcinek dipeptydow glicyna-lizyna

h — godzina

Hex — heksan

HMC - 5-hydroksymetylocytozyna

Hz — herz

i-PSC — ang. induced pluripotent stem cells, indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste

K; — stala inhibicji

m — multiplet

Me — metyl

MS — spektrometria mas

MsCl1 — chlorek metanosulfonylu, chlorek mesylu

MW — mikrofale

NMR - ang. nuclear magnetic resonance, magnetyczny rezonans jadrowy
Nu — nukleofil

OAc — grupa acetylowa

PDB - ang. Protein Data Bank — biologiczna baza danych gromadzaca dane
o strukturze przestrzennej biatek i kwaséw nukleinowych

pH — -log[H ']

pK. — -log[K,], gdzie K, — stata dysocjacji kwasu

PLC — preparatywna chromatografia cienkowarstwowa
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ppm — parts per milion

PWWP — domena charakteryzujaca si¢ motywem prolina-tryptofan-tryptofan-prolina
Py — pirydyna

R¢— wspoélczynnik retencji

RFTS — region kierujacy enzym do widetek replikacyjnych

RG108 — inhibitor metylotransferazy DNA

RMSD - ang. root mean square distance — pierwiastek ze $redniego kwadratu roznicy
potozen odpowiadajacych sobie atomow w dwoéch strukturach czasteczki, po ich
optymalnym nalozeniu

RNA — kwas rybonukleinowy

s — singlet

SAH — S-adenozylohomocysteina

SAM - S-adenozylometionina

Sn1 — substytucja nukleofilowa pierwszego rzgdu

Sn2 — substytucja nukleofilowa drugiego rzedu

t — tryplet

T — tymina

TEMED - tetrametyloetylenodiamina

temp. — temperatura

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

TMSCI — chlorotrimetylosilan, chlorek trimetylosililu

triflat TMS — trifluorometanosulfonian trimetylosililu

TsCl — chlorek p-toluenosulfonylu, chlorek tosylu

UV — ultrafiolet

v — objetosc

A — symbol ogrzewania w reakcjach chemicznych



Wstep i cele pracy

I WSTEP I CELE PRACY

Przekazywanie informacji genetycznej jest regulowane m.in. przez metylacje
cytozyny w DNA. Metylacja reszt cytozyny w pozycji C-5 jest katalizowana przez
enzym, metylotransferaz¢ DNA typu pierwszego (DNMTI1), ktéra odpowiada za
koordynacje replikacji 1 metylacji. Zwigzki hamujace ten proces, moga odgrywac
istotng rolg¢ w terapii przeciwnowotworowej. Utrzymujacy si¢ wcigz brak skutecznych
lekow zapobiegajacych powstawaniu nowotworéw, powoduje poszukiwanie nowych
inhibitorow DNMT1. Do tej pory zidentyfikowano ich kilka. Sg to gléwnie pochodne
cytydyny m.in. 5-azacytydyna oraz 5-aza-2’-deoksycytydyna. Zwiazki te,
charakteryzuja si¢ wysoka toksyczno$cig wzgledem komodrek nowotworowych, dlatego
sa stosowane jako leki, w terapii przeciwnowotworowej. Niestety, ich toksycznos¢
wzgledem komodrek zdrowych rowniez jest wysoka, co jest niewatpliwg wadg. Inng
stabg strong wymienionych pochodnych jest ich chemiczna nietrwatos¢.

We weczesniejszych badaniach zespoldw badawczych prof. Markiewicza
1 prof. Barciszewskiego w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN otrzymano i zbadano
wlasciwosci biologiczne licznych pochodnych cytozyny. W eksperymentach tych
skupiono si¢ na nukleozasadach, ktére sg naturalnymi produktami metabolizmu kwaséw
nukleinowych i1 wykazuja, w poréwnaniu do nukleozydow, mniejsza toksycznosc.
Najbardziej obiecujacymi, pod wzgledem wlasciwosci biologicznych, zwigzkami byty
4-N-furfurylocytozyna oraz 4-N-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna, co bylo
inspiracja do tego, aby podja¢ probg otrzymania pochodnych taczacych cechy
wymienionych zwigzkéw (obecno$¢ atomu azotu w pozycji 5 pierScienia oraz wigzania
podwdjnego mi¢dzy atomami azotu N-5 i wegla C-6).

Realizacj¢ niniejszej rozprawy doktorskiej rozpoczgto w ramach projektu
EPICELL ,Niskoczasteczkowe modulatory epigenetyczne jako aktywatory
pluripotencji komorek dla potrzeb medycyny regeneracyjnej”, ktérego hipoteza
badawcza zaktadata, iz indukcja pluripotencji komorek obejmuje m.in. zmiany wzorca
metylacji DNA. Sugeruje to, ze zwiazki chemiczne wptywajace na t¢ zmiang powinny
odgrywac istotng rolg w tym procesie.

Celami niniejszej pracy doktorskiej byty:

» opracowanie i optymalizacja warunkow nowej syntezy N-podstawionych

pochodnych 5-azacytozyny, ktére w dalszych etapach zostang poddane
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badaniom biologicznym, pozwalajagcym, okresli¢ ich przydatnos¢ jako
inhibitorow metylotransferazy DNA typu 1;

przeprowadzenie badan pozwalajacych okresli¢ trwalo$¢ otrzymanych
produktow wobec wody i $srodowiska zasadowego, w tym warunkow
fizjologicznych oraz umozliwiajacych okreslenie wptywu podstawnika
w pozycji N-1 pierScienia triazynowego na t¢ cechg;

sprawdzenie  uzyteczno$ci  chlorotrimetylosilanu ~ w  reakcjach
odmetylowania zwigzkéw o roznej liczbie atomow azotu w pierScieniu,
czyli metoksylowych pochodnych s-triazyny (3), pirymidyny (2),
pirydyny (1) oraz benzenu (0);

otrzymanie  diaminopodstawionych  pochodnych  5-azacytozyny

o r6znych kombinacjach podstawnikow.
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II CZESC LITERATUROWA

1 Metylacja DNA

Metylacja DNA jest procesem polegajacym na wprowadzeniu grup metylowych
do czasteczki DNA. Proces ten moze zmieni¢ aktywnos$¢ biologiczng segmentu DNA
bez zmiany jego sekwencji, a gdy jest zlokalizowany w promotorze genowym dziata
zazwycza] w celu represji transkrypcji genu. Metylacja DNA jest niezbedna do
prawidtowego rozwoju organizméw i jest zwigzana z szeregiem kluczowych procesow,
takich jak: imprinting genomowy, inaktywacja chromosomu X, represja transpozonow,

starzenie 1 kancerogeneza [1].
1.1 Charakterystyka metylacji DNA

Metylacji ulegaja najczgsciej dwie z czterech zasad DNA tj. cytozyna (1)
irzadziej adenina. Metylacja cytozyny jest szeroko rozpowszechniona zaré6wno
u eukariontéw jak 1 u organizmow prokariotycznych, chociaz stopien tego procesu
moze si¢ znacznie roézni¢ migdzy gatunkami: 14% zmetylowanych cytozyn
u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana), 8% u S$luzowca (Physarum
polycephalum) [2], 4% u myszy domowej (Mus musculus), 2,3% u pateczki okreznicy
(Escherichia  coli), 0,03% u muszki owocowej (Drosophila), 0,006%
u pseudoplazmodium (Dictyostelium) [3]. Metylacja adeniny zostala zaobserwowana
w DNA bakteryjnym, roslinnym a takze w DNA ssakow [4, 5].

Metylacja cytozyny zachodzi w pozycji piatej (C-5) pierScienia
pirymidynowego, w ktorej takze znajduje si¢ grupa metylowa tyminy (4). Grupa ta
odrdznia tyming od analogicznej zasady RNA — uracylu (3), ktory nie posiada grupy
metylowej. Deaminacja 5-metylocytozyny (2) przeksztatca ja w tyming, co powoduje
powstanie niedopasowanej pary zasad: tymina-guanina. Mechanizm naprawczy DNA
moze skorygowac to niedopasowanie do oryginalnej pary zasad: cytozyna-guanina albo
moze nastgpi¢ mutacja typu tranzycji, czyli zamiana w ramach jednej pary zasad
purynowych (np. guanina na adening¢) lub w ramach zasad pirymidynowych (np. tymina
na cytozyng). Jesli niedopasowanie nie zostanie naprawione, a cykl komorkowy si¢

rozpocznie, ni¢ niosgca tyming bedzie uzupekniana przez adening w jednej z komorek
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potomnych, tak, ze mutacja utrwali si¢. Zastgpienie uracylu przez tyming w DNA (nie
w RNA) moglo ewoluowaé jako mechanizm kontroli bledéw, w celu utatwienia
usuwania reszt uracylowych generowanych przez spontaniczng deaminacj¢ cytozyn [6].
Schemat 1 przedstawia proces metylacji i deaminacji cytozyny (1) oraz demetylacji
1 deaminacji 5-metylocytozyny (2). Metylacja DNA, jak réwniez wiele wspotczesnych
metylotransferaz DNA wyewoluowala z prymitywnej aktywno$ci metylacji RNA, co
poparto kilkoma dowodami [7].

NH, S-adenozylohomocysteina NH,

S-adenozylometionina
CHj
DNMT, N7 :
o demetylacja )\ ‘

¢}

N TZ

tmojkoein
dze[Azo13
zozid emerdeu

-
eloeurresp

N

H

1
o
8
g
=
&
Q
o0

(0]

HN | HN ‘

®)

replikacja DNA y\
(0)

W TZ

Schemat 1. Proces metylacji i deaminacji cytozyny (1) oraz demetylacji i deaminacji

5-metylocytozyny (2) [8].

Metylacja DNA wystepuje w trzech réznych kontekstach sekwencji: CG (lub
CpG), CHG lub CHH (gdzie H odpowiada A, T, lub C). Jednakze u ssakow metylacja
DNA wystepuje niemal wytacznie w dinukleotydach cytozynowo-guaninowych (CpG),
nazywanych ,,wyspami CpG”, z cytozynami, ktére w obu niciach s3 zazwyczaj
zmetylowane. Metylacj¢ regionéw niezwigzanych z CpG (,,non-CpG”) zaobserwowano
w embrionalnych komdrkach macierzystych myszy [9, 10, 11], gdzie wystgpowala ona
w dinukleotydach CpA, CpC i CpT. Metylacja ,,non-CpG” jest takze mozliwa
w ludzkim genie p53. Zjawisko to wystapito w tkankach przylegajacych do nowotworu
ptuca, co moze by¢ wskaznikiem dla rozpoznania procesu nowotworowego we

wczesnym stadium kancerogenezy raka phuc [12].
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1.2 Mechanizm metylacji DNA

Metylacja DNA jest procesem katalizowanym przez metylotransferazy DNA
(DNMT), ktéore wykorzystuja S-adenozylometioning (SAM) jako donor grup
metylowych [13]. Pierwszy etap reakcji metylacji obejmuje wyodrgbnienie reszty
cytozyny z podwojnej helisy DNA 1 umieszczenie jej w centrum aktywnym
metylotransferazy [14, 15]. W centrum tym mamy do czynienia z atakiem
nukleofilowym grupy tiolowej reszty cysteiny na atom wegla C-6 w pier§cieniu
cytozyny. Enzym wigze si¢ z resztg cytozyny wigzaniem kowalencyjnym, a atom azotu
N-3 reszty cytozyny jest protonowany przez grupe karboksylowa pochodzacg od reszty
kwasu glutaminowego enzymu, co prowadzi do powstania 4,5-enaminy. Nast¢pnie
4,5-enamina atakuje czasteczke S-adenozylometioniny (Schemat 2, A). Grupa
metylowa pochodzaca od S-adenozylometioniny przylacza si¢ do atomu wegla C-5
cytozyny (Schemat 2, B), a w kolejnym etapie odtworzeniu ulega podwojne wigzanie
pomigdzy atomami wegla C-5 1 C-6 oraz nast¢puje uwolnienie enzymu poprzez reakcje
B-eliminacji (Schemat 2, C) [14, 16], natomiast S-adenozylometionina przeksztalca si¢

w S-adenozylohomocysteing (SAH).
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Schemat 2. Reakcja metylacji DNA [17, 18, 19].
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Wyroéznia si¢ dwa typy metylacji DNA w komorce: zachowawcza 1 de novo.
Pierwsza z nich polega na tym, iz zachowanie wzoru metylacji oraz przekazanie go do
komoérek potomnych odbywa si¢ poprzez przylaczenie grup metylowych do nowo
syntezowanego DNA, w miejscach begdacych komplementarnymi do miejsc
metylowanych znajdujacych si¢ w nici rodzicielskiej. Natomiast druga, dotyczy cytozyn
znajdujacych si¢ we wczesniej niezmetylowanych sekwencjach DNA 1 jest
obserwowana podczas rdéznicowania komodrek [20] a takze podczas procesu
embriogenezy.

Metylacja dinukleotydéw CpG zapewnia przeniesienie wzorcéw metylacji DNA
po replikacji 1 utrwalenie wzorcow regulacji epigenetycznej przez kolejne generacje
komorek. Prowadzi ona takze do symetrycznego metylowania miejsc CpG (metylacji
sekwencji CpG na obu niciach DNA), co przedstawia Rysunek 1, na ktéorym widoczna

jest hipotetyczna pojedyncza sekcja dwuniciowego DNA.

A ~—
I L 1| LUy Ll | 11 | T T S
L LLLLLLINLLEL |
Y
metastabilne epiallele- wyspy CpG zawierajace ciato genowe i powtarzalne DNA -
hypometylowane, mogace roznic¢ si¢ hipometylowany hipermetylowane
mi¢dzy osobnikami promotor
B X
P o P ® 000.0000 0.000 0.0 . 0 . 0.8 448
| |7 1 |||||||1%
L LLLLLLIDLLEL DITTny
Y
metastabilne epiallele nieprawidlowa hipermetylacja nieprawidtowa hipometylacja ciata
niektorychwysp CpG genu i powtarzalne DNA - moze
zawierajgcychregiony prowadz¢ do niestabilnosci
promotorowe- geny wyciszone chromosomu

ll llll ll llll'l‘lll'l II I II II IIIIII . . (X . 00 000000400.00 asse
T 1T T Ir 17T [ TTTd 1

metastabilne epiallele- gen wyciszony przez metastabilne ciato genowe i powtarzalne DNA -

hipermetylowane epiallele hipermetylowane

Rysunek 1. Modele metylacji DNA w réznych typach loci genetycznych. A — typowe wzorce
metylacji DNA sprzyjajace transkrypcji, B — wzorce metylacji DNA dla
nowotworu, C — zmiana metylacji DNA w hipotetycznych metastabilnych
epiallelach pod wptywem diety matczynej [21]. Kazdy pasek reprezentuje region
5’-CpG-3’. Kreski z kulkami na koncu przedstawiajg metylowane CpG, zielong
strzatkg przedstawiono poczatek transkrypcji i aktywng transkrypcje, czerwony X

oznacza wyciszanie genu, a ponumerowane niebieskie prostokaty sa eksonami.



Czes¢ literaturowa

Rysunek 1, A przedstawia wzorce metylacji DNA sprzyjajace transkrypcji. Sa
to wzory ustalone podczas rozwoju embrionalnego. Dziatanie metylotransferaz DNA
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) jest ukierunkowane na wyspy CpG w calym DNA
genomowym. Uwaza sig, ze wyspy CpG sa aktywnie chronione przed metylacja DNA,
aby umozliwi¢ odpowiednig regulacje transkrypcji [22]. Dysregulacje metylacji DNA
obserwuje si¢ po transformacji nowotworowej (Rysunek 1, B). Komorki rakowe maja
nieprawidlowe wzorce metylacji DNA, natomiast catkowity poziom metylacji DNA jest
obnizony [23, 24, 25, 26]. Hipermetylowane sa niektore geny supresorowe guza;
specyficzne loci hipermetylowane réznig si¢ w zaleznosci od rodzaju nowotworow [27,
28]. Zaobserwowano zalezno$¢ poziomu metylacji w metastabilnych epiallelach, ktore
moga zmieni¢ transkrypcje sasiedniego regionu u cigzarnych myszy, od diety (Rysunek
1, C). Metastabilne epiallele s3 regionami genomu, ktére maja zmienne wzorce
metylacji 1 ktére sg semiochronne dla pokolen, co udowodniono u myszy z genem
»agouti” [29]. U myszy, dieta bogata m.in. w kwas foliowy (bedacy donorem metylu)
moze prowadzi¢ do zwigkszonej metylacji metastabilnego epiallelu (retrotranspozonu
wewnatrzczaszkowego A), zmiany ekspresji w poblizu loci genetycznych a takze moze
powodowaé trwale zmiany w rozktadzie fenotypu potomstwa [29]. Sekwencja
retrotranspozonu moze zosta¢ poddana metylacji we wezesnym zarodku, jednak stopien
w jakim jej ulega rozni si¢ w przypadku genetycznie identycznych osobnikow
w zaleznosci od diety [30, 31].

Po replikacji DNA, dwie otrzymane czasteczki potomnego DNA, ulegaja
hemimetylacji. Kontynuacja replikacji doprowadzitaby ostatecznie do utraty wzorcow
metylacji DNA w kolejnych pokoleniach. W 1975 roku Riggs [32], Holliday i Pugh
[33] zaproponowali schemat, wg. ktorego wzorce metylacji DNA w dinukleotydach
CpG mogtyby zosta¢ odtworzone w DNA nowo syntezowanym podczas replikacji.
Postulowali, ze hemimetylowane miejsca CpG wytworzone przez replikacj¢ DNA moga
by¢ specyficznie rozpoznawane przez zachowawcza metylotransferazg DNA, ktora
moze metylowac miejsca CpG nowo syntezowanej nici DNA natychmiast po replikacji
DNA. Taki mechanizm umozliwia zachowanie wzoréw symetrycznie metylowanych
dinukleotydow CpG w komorkach potomnych 1 pozwala utrzymaé wzorce regulacji
genow, ktore istnialy w komorkach rodzicielskich. W roku 1983 zidentytfikowano
metylotransferazg DNA (DNMT), obecnie okreslang jako DNMTI, ktoéra preferuje
hemimetylowane DNA [34, 35]. W zwiagzku z tym, ogdlny mechanizm jest czgsto

okreslany jako mechanizm utrzymywania wzorcow metylacji DNA po replikacji
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1 podziale komorkowym, chociaz nowsze badania sugeruja, ze sama metylacja
podtrzymujaca moze nie by¢ wystarczajaca, aby w pelni utrwali¢ wzorce metylacji
DNA w calym genomie [36]. Niemniej jednak, utrzymanie metylacji DNA
hemimetylowanych substratow stanowi wyrazny przyktad mechanizmu, ktory
umozliwia przekazywanie 1 utrwalanie informacji epigenetycznych przez wiele
generacji komorek. Postulowano, ze dostepno$¢ kwasu foliowego, jako zrodta grup
metylowych moze wplywaé¢ na zdolno§¢ utrzymywania wzorcoOw metylacji DNA

w komorkach replikujacych [37, 38].

1.3 Metylotransferazy DNA (DNMT)

U ssakéw spotyka sie¢ pie¢ typow DNMT: DNMTI1, DNMT2 DNMT3a,
DNMT3b i DNMT3L [39]. DNMTI jest najczgsciej wystepujaca w komodrkach
metylotransferazg 1, jak opisano wczesniej, uwaza si¢, ze jest podstawowym enzymem
w reakcji wprowadzania grupy metylowej do hemimetylowanego DNA po replikac;ji.
Ponadto pozwala zachowaé¢ macierzyste wzorce tego procesu w komoérkach potomnych.
W przeciwienstwie do DNMT1, DNMT3a i DNMT3b dziatajg jako metylotransferazy
de novo. Pozwalaja one na ustalanie si¢ nowych wzorcow metylacji w trakcie
remodelowania  epigenetycznego, a  przeprogramowanie przebiega podczas
réznicowania. DNMT3a 1 DNMT3b metyluja rozne podzbiory sekwencji DNA
w genomie [39]. Wydaje si¢, ze te metylotransferazy de novo odgrywaja réwniez rolg
w metylacji podtrzymujacej, aby w peini zachowa¢ macierzyste wzorce metylacji DNA
w komorkach potomnych [36]. DNMT2 oraz DNMT3L nie sg kanonicznymi cztonkami

rodziny metylotransferaz, poniewaz nie wykazuja aktywnosci katalityczne;j.

1.3.1 Metylotransferaza DNMT1

Metylotransferaza DNMT1 skfada si¢ z 1616 aminokwasow 1 jej struktura jest
kodowana przez gen znajdujacy si¢ na chromosomie 19p13.2 [40]. Na N-koncu tego
enzymu wystepuje domena regulatorowa, do ktérej zadan naleza: przeniesienie DNMT1
do jadra komoérkowego oraz koordynacja proceséw replikacji i metylacji [14, 16].

ZYozona jest ona z kilku motywow, co przedstawia Rysunek 2.

11



Czg$¢ literaturowa

N-terminalne domeny regulatorowe C-terminalne domeny katalityczne
DMAP RFTS CXXC  nBAH ¢BAH ARV L5 TR—
d {i6idaaj
(N \AVRVT . —
(T rri 11 (391 aa)
PWWP ADD (I AV RV 5, G
= L RN IT ©i2aa)
(912 3a)
PWWP ADD (R \AVRYTT LS S —
= -] 1] B o
L | LI B L] (8>3 aa)
ADD N \YAVRVIT
— DNMT3L
I - =0 101 (386 aa)

Rysunek 2. Uporzadkowanie gtéwnych domen ludzkich metylotransferaz DNA [40, 41].
DMAP - miejsce wigzania biatka (ang. DNA methyltransferase associated
protein); RFTS — sekwencja kierujaca do widetek replikacyjnych (ang. replication
foci targeting sequence); CXXC — motywy bogate w reszty cysteinowe wigzace
cynk; nBAH, cBAH — domeny, ktore moga by¢ zaangazowane w oddzialywania
biatko-biatko (ang. bromo adjacent homology), PWWP — domena
charakteryzujaca si¢ motywem prolina-tryptofan-tryptofan-prolina; ADD —

domena wiazaca cynk bogata w cysteine.

Naleza do nich: miejsce wigzania biatka (DMAP), region kierujacy enzym do
widelek replikacyjnych (RFTS), motywy stuzace do wigzania cynku (bogate w reszty
cysteinowe) (CXXC) [42] oraz domeny BAH (nBAH i1 cBAH) bioragce udziat
w oddzialywaniu migedzy dwoma biatkami [16]. Na C-koncu DNMTI1 wystepuje
domena katalityczna, ktora bez czeSci N-koncowej nie wykazuje aktywnosci. W jej
sktad wchodzg motywy metylotransferaz zachowane ewolucyjnie, czyli bardzo podobne
u réznych organizmow, skadinad bardzo si¢ réznigcych od siebie. Lacznik migdzy
omawianymi domenami stanowi odcinek dipeptydow glicyna-lizyna (GK).

Metylotransferaza DNMT1 bierze udzial w represji transkrypcji na skutek
oddziatywania N-koncowej domeny z biatkami zaangazowanymi w kondensacj¢
chromatyny. Odpowiada ona takze za kontrole cyklu komoérkowego [13] 1 oddziatuje
z dwiema metylotransferazami DNMT3 (DNMT3a i DNMT3b) [43]. Do jej zadan
nalezy réwniez zachowanie wzoru metylacji zachodzacej podczas procesu replikacji
[15, 16]. Zaobserwowano takze, ze DNMTI1 w przypadku jednoniciowego DNA

wykazuje aktywnos$¢ metylotransferazy de novo [44].
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Jakiekolwiek zaburzenia struktury oraz funkcji DNMT1 wplywaja redukujaco
na poziom metylacji DNA, co wykazano przeprowadzajac eksperymenty na myszach.
Badania te dowiodly takze innych negatywnych skutkéw, jakie niosg za soba
nieprawidlowe struktura i funkcja enzymu. Sa to m. in.: nienalezyty przebieg ekspresji
gendow zwigzanych z chromosomem X oraz aktywacja endogennych retrowirusow,
ktéora w konsekwencji prowadzi do letalno$ci embrionow [40, 45]. Nieobecnos¢
DNMT1 w embrionalnych komoérkach macierzystych wptywa na szybko$¢ mutacji oraz
powoduje btedy w systemie odpowiedzialnym za naprawe nieprawidtowo sparowanych
zasad.

Wyréznia si¢ kilka izoform DNMTI1, m. in. sg to: DNMTIb i DNMTlo.
Pierwsza z nich wystepuje w komorkach somatycznych, jednakze jej rola biologiczna
nie zostata dotychczas poznana [13, 40], natomiast druga znajduje si¢ w cytoplazmie
komorek przedimplantacyjnego embrionu i dojrzatego oocytu, i odgrywa istotng rolg

w ustaleniu wzoru metylacji pi¢tnowanych alleli [13, 40].

1.3.2 Metylotransferaza DNMT2

DNMT?2 sktada si¢ z 391 reszt aminokwasowych 1 nie posiada N-terminalnych
domen regulatorowych. W budowie tej metylotransferazy widoczne sa natomiast
motywy katalityczne, spotykane w metylotransferazach DNA (Rysunek 2), co pozwala
wnioskowac¢ iz DNMT2 moze wykazywa¢ aktywnosc¢ katalityczng [16, 40, 46].

Przeprowadzone zostaty badania na embrionalnych komorkach macierzystych
myszy, w ktorych nie wystepowala metylotransferaza DNMT2. Badania te nie
wykazaly nieprawidlowos$ci w proliferacji 1 réznicowaniu komoérek oraz zmian
w metylacji DNA, co jest dowodem na to iz DNMT?2 nie jest zwigzana ani z metylacja
de novo ani z metylacja zachowawcza [40, 45]. Zaobserwowano jednak niewielka

aktywnos$¢ tej metylotransferazy in vitro [47] a takze in vivo [48].

1.3.3 Metylotransferazy DNMT3

DNMT3 to rodzina metylotransferaz DNA, ktéore moga metylowaé, zaréwno
hemimetylowane jak i niemetylowane sekwencje CpG. Budowa DNMT3 jest podobna
do tej, wystepujacej w DNMT1, z regionem regulatorowym przytaczonym do domeny

katalitycznej. Istniejg trzy znane metylotransferazy z rodziny DNMT3: DNMT3a, 3b
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13L. W chromosomach 2p23 oraz 20ql1.2 znajdujg si¢ geny kodujace DNMT3a
1 DNMT3b [40]. Wéréd domen regulatorowych tych enzymoéw znajduja si¢ domeny:
PWWP, ktorej funkcja pozostaje w duzej mierze nieznana oraz ADD - domena bogata
w cysteing, wigzaca cynk [16], co pokazuje Rysunek 2. Domeny te posiadajg zdolnos¢
do oddziatywan z biatkami oraz z heterochromatyng [49]. DNMT3a i1 3b sg enzymami,
w ktérych obserwuje si¢ wspotdziatanie z DNMT1 oraz z deacetylazami histonowymi
[20, 41], co $wiadczy o tym, iz metylotransferazy te moga bra¢ udziat w remodelowaniu
chromatyny, a w konsekwencji w modulacji transkrypcji genow. Pozbawienie DNMT3a
i DNMT3b domen regulatorowych nie powoduje zaniku aktywnos$ci domen
katalitycznych tych enzyméw [50].

Do zadan DNMT3a 1 3b nalezy metylacja po implantacji zarodka, stad mozna je
zaliczy¢ do metylotransferaz de novo. DNMT3a jest enzymem powszechnie
wystepujacym w tkankach organizmu, w przeciwienstwie do DNMT3b, ktérego
obecnos¢ w nich, jest ograniczona (wylaczajac jadra, tarczyce i szpik kostny). Oba te
enzymy wykazuja blisko 20 razy nizsza aktywno$¢ niz DNMTI1 [51], ale ich brak lub
btad wptywa na liczne choroby rozwojowe, co wykazano w badaniach na myszach.
Myszy pozbawione DNMT3a rodza si¢ zywe, ale po ok. 4 tygodniach obserwuje si¢ ich
smier¢, podczas gdy u myszy pozbawionych genu DNMT3b $mier¢ obserwuje si¢
w okresie embrionalnym [15, 45, 52]. DNMT3b metyluje centromerowe sekwencje
powtdrzone a takze wyspy CpG w inaktywowanym chromosomie X. Mutacja tegoz
genu moze przyczynia¢ si¢ do pojawienia si¢ zespotu niedoboru odpornosci,
niestabilnos$ci centromerdéw i1 anomalii twarzy (IFC, ang. immunodeficiency, centomeric
region instability, facial anomalies syndrome), w ktorym to na skutek braku aktywnosci
DNMT3b, w regionach centromerowych chromosomu 1, 9, 16, wystepuje demetylacja
sekwencji powtorzonych [16].

Metylacja cytozyny w dinukleotydach CpA oraz CpT zachodzi takze pod
wptywem DNMT3a [53]. Enzym ten in vitro katalizuje takze metylacjc DNA
dwuniciowego (niemetylowanego 1 cze$ciowo metylowanego) [44], generujac
asymetryczny wzor metylacji [54] natomiast nie obserwuje si¢ jego dziatania
w przypadku DNA jednoniciowego.

Trzecim homologiem nalezacym do metylotransferaz DNMT3 jest gen
wystepujacy w chromosomie 21q22.3 — DNMT3L. DNMT3L uczestniczy w metylacji
retrotranspozonéw oraz podczas procesu spermatogenezy. DNMT3L angazuje si¢

w stymulowanie enzymatycznej aktywnosci DNMT3a i DNMT3b, nie obserwuje si¢
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jednak jego wplywu na aktywnos¢ DNMTTI [55]. Aktywnos$¢ metylotransferaz de novo
jest wzmacniana przez DNMT3L, in vitro, blisko 15-krotnie, na skutek wigzania
katalitycznych domen DNMT3a i 3b z C-koncem DNMT3L [56]. Ponadto kompleks
DNMT3a-DNMT3L posiada wigksza zdolno$¢ wigzania S-adenozylometioniny i DNA
niz ta, ktérag obserwuje si¢ w przypadku samej DNMT3a [57]. Metylotransferaza
DNMT3L bierze udziat takze w deacetylacji histonéw, represji transkrypcji oraz

w remodelowaniu chromatyny [58].

1.4 Inhibitory metylotransferaz DNA

Zmiana wzoru metylacji DNA moze by¢ obserwowana podczas rdéznicowania
komorek oraz we wcezesnych etapach rozwoju embrionalnego, jednakze, w dojrzatych
organizmach, wzor ten jest niemalze staly. Szczegdlnie wazne zmiany we wzorze
metylacji DNA wystepuja w komorkach nowotworowych, gdzie ma miejsce
hipermetylacja regiondw promotorowych gendw supresorowych [59, 60, 61, 62].
Hipermetylacja zachodzaca w rejonie wysp CpG (normalnie niezmetylowane) moze
prowadzi¢ do wyciszenia gené6w supresorowych. Komorki rakowe cechuje takze niski
poziom metylacji reszty genomu, co w konsekwencji moze wplywaé na zwiekszenie
ekspresji onkogenow [63, 64]. Ponad to, w wielu rodzajach komodrek nowotworowych
reszta lizyny 16 histonu H4 nie jest acetylowana [63, 64]. Aby przywrdci¢ ekspresje
gendéw supresorowych, ktore zostaly wyciszone przez mechanizmy epigenetyczne
wykorzystuje si¢ inhibitory metylotransferaz DNA lub inhibitory deacetylaz
histonowych.

Znane s3 rdzne rodzaje inhibitorow metylotransferaz DNA (Tabela 1).

Tabela 1. Zestawienie inhibitoréw DNMT [65].

Nl.lmer Wzor strukturalny Nazwa
zwigzku
NH,
fj
5 © h 5-azacytydyna
HO
0
OH OH
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CH,
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z

RG108

12 0
(pochodna L-tryptofanu)

W komorkach, zwigzki te, ulegaja przemianie do trifosforanéw deoksynukleotydow,
a nastepnie, podczas replikacji, s3 wbudowywane do DNA w miejsce cytozyn.
W kolejnym etapie metylotransferaza (DNMT) wigze si¢ kowalencyjnie z tak
zmodyfikowanym DNA [66], co przedstawia Rysunek 3, A.

A. Analogi B. Inhibitory
cytydyny drobnoczasteczkowe
r—b
T —

Ekspresja

)
THmeer

— = +—
yciszenie DNMT
=,
fw % o rfl
idbdidbit — . (NI
Reaktywacja

wlls inhibitor drobnoczasteozkowy ? Cytozyna
' Analog cytydyny T 5-Metylocytozyna

Rysunek 3. Poréwnanie mechanizmoéw dziatania inhibitorow DNMT [65].

Tworzenie trwalego potaczenia DNA-enzym skutkuje spadkiem liczby aktywnych
czasteczek metylotransferaz w jadrze, co w konsekwencji prowadzi do pasywnej
demetylacji DNA, a nastgpnie do reaktywacji uprzednio wyciszonych genow.
Omawiane wigzanie kowalencyjne najprawdopodobniej ma takze zwigzek
z cytotoksyczno$cig tych inhibitorow DNMT. Azanukleozydy (5 i 6), na skutek
wysokiej toksyczno$ci 1 niskiej trwalo$ci w roztworach wodnych, maja ograniczone
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej [67]. Kolejnym inhibitorem, bgdacym

analogiem cytydyny jest zebularyna (7), ktora w pozycji C-4 pierScienia
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pirymidynowego nie posiada grupy aminowej. Dodatkowo jest ona mniej toksyczna
1 bardziej stabilna w roztworach wodnych niz dwa inhibitory wymienione wczesniej,
a doustne dostarczanie leku u myszy pozwala wykry¢ go w osoczu do 16 godzin po
podaniu. Zaobserwowano, ze st¢zenia zebularyny spadaty znacznie szybciej u matp,
przy doustnej biodostgpnosci mniejszej od 1% [68]. Wazne bedzie okreslenie
biodostgpnosci tego zwigzku u ludzi i zbadanie terapeutycznego potencjalu w badaniach
klinicznych.

Odrgbng grupe inhibitorow stanowig inhibitory matoczasteczkowe, takie jak
hydralazyna (8), prokaina (9) i prokainamid (10). Dwa ostatnie to pochodne kwasu
4-aminobenzoesowego, ktorych aktywno$¢ demetylacyjna zostala powigzana z ich
wigzaniem si¢ z sekwencjami bogatymi w sekwencje CpG [69], co w konsekwencji
zakloca wigzanie metylotransferaz DNA. Zasugerowano roéwniez, ze prokainamid
specyficznie hamuje DNMT1, ale nie DNMT3a i DNMT3b [70].

Wyrodznia si¢ takze inhibitory, ktore nie sg analogami nukleozydow tj. galusan
epigalokatechny (11) i pochodng L-tryptofanu (12). Zwiazki te bezposrednio blokuja
aktywnos$¢ metylotransferazy DNA (Rysunek 3, B). Zwigzek 12 dobrze dopasowuje si¢
do centrum aktywnego DNMTI1 oraz wykazuje niska toksyczno$¢, co czyni go
obiecujacym  zwigzkiem w  badaniach nad  zastosowaniem ~w  terapii

przeciwnowotworowej [65].
2 Pochodne cytozyny

Ze wzgledu na utrzymujacy si¢  niedobor  skutecznych  lekéw
przeciwnowotworowych, poszukiwane sg takze nowe inhibitory DNMT1. Celem badan
jest znalezienie nowych, skutecznych i nietoksycznych inhibitoréw enzymu, ktére
moglyby by¢ stosowane w terapii przeciwnowotworowej.

4-N-furfurylocytozyna (13, Rysunek 4) oraz 6-N-furfuryloadenina (kinetyna),
(14, Rysunek 4) sa modyfikowanymi zasadami nukleinowymi, zidentyfikowanymi
w DNA izolowanym z komorek eukariotycznych. Te modyfikowane zasady azotowe
swoja strukturg przypominaja zwigzki, z ktérymi oddziatuje DNMT1. Cytozyna stanowi
czg¢$¢ 2’-deoksycytydyny bedacej substratem dla DNMTI1, a adenina stanowi czg$¢
S-adenozyno-L-metioniny. W 1995 roku Miller po raz pierwszy wyizolowat kinetyng

z DNA spermy $ledzia. Zostata ona zidentyfikowana takze w ludzkim moczu, w DNA
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grasicy cielecej oraz w ekstraktach roslinnych. Zwiazek ten charakteryzuje si¢ efektem

przeciwstarzeniowym i aktywnos$cia cytokinowa [71].

07 ey

Rysunek 4. Struktury 4-N-furfurylocytozyny (13) oraz 6-N-furfuryloadeniny (14).
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Schemat 3. Powstawanie kinetyny (14) w komorce [72].
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Najprawdopodobniej 4-N-furfurylocytozyna (13) powstaje w komoérce w wyniku
identycznej reakcji z 2’-deoksycytydyna, analogicznej do tej, w ktérej powstaje
kinetyna. Na poczatku, w wyniku oksydacyjnego rozpadu reszty cukrowej DNA,
powstaje aldehyd furfurylowy (Schemat 3 A, B, C, D), ktéry w kolejnym etapie reaguje
z resztg 2’-deoksycytozynowg (Schemat 3, E). Nastepnie zachodzi redukcja powstatej
iminy (Schemat 3, F), a w ostatnim etapie, na skutek obecnosci podstawnika
furfurylowego przy egzoaminowym atomie azotu, rozkladowi ulega wigzanie
N-glikozydowe (Schemat 3, G) [72, 73, 74]. W grupie badawczej profesora Jana
Barciszewskiego przeprowadzono badania, ktére wykazaly, ze 4-N-furfurylocytozyna
(13) hamuje ekspresje metylotransferazy DNMT 1, co pozwala na zastosowanie jej jako

potencjalny inhibitor tego enzymu [75].

2.1 Synteza chemiczna

2.1.1 Synteza pochodnych cytozyny z modyfikacja przy

egzoaminowym atomie azotu

Wiele prac pochodzacych z drugiej potowy XX wieku, kiedy to nastapit bardzo
duzy rozwdj chemii nukleozydéw i oligonukleotydéw, przedstawia modyfikacje
nukleozydowych pochodnych pirymidynowych: 2’-deoksycytydyny lub cytydyny.
Stosowanie tych zwiazkdéw jest prostym rozwigzaniem, poniewaz nukleozydowa
pochodna cytozyny poddana kwasnej hydrolizie wigzania N-glikozydowego kwasem
chlorowodorowym o stg¢zeniu 1 M prowadzi do otrzymania pochodnej cytozyny [76].
Reszta cukrowa w tej reakcji peini role grupy ochronnej atomu azotu N-1, ktory ze
wzgledu na swoje wlasciwosci nukleofilowe moglby reagowaé z odczynnikiem
stosowanym w celu modyfikacji atomu wegla C-4 cytozyny. Sposob ten nie jest
pozbawiony wad, gdyz w konsekwencji moze prowadzi¢ do deaminacji substratu oraz
produktu, a takze ze wzgledu konieczno$¢ odblokowania zasady staje si¢ procesem
dtugotrwatym.

Metod modyfikacji pozycji egzoaminowej 2’-deoksycytydyny jest wiele. Cz¢$¢
z nich to metody jednoetapowe, inng cze$¢ stanowig syntezy wieloetapowe,
charakteryzujace si¢ stosowaniem grup ochronnych, ktére nalezy wprowadzi¢ i po

reakcji, usungé. Kolejng grupe stanowig procesy przebiegajace przez produkt posredni.
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Popularna reakcja prowadzaca do otrzymania pochodnych 2’-deoksycytydyny
z modyfikacja przy egzoaminowym atomie azotu polega na wprowadzeniu atomu
chloru w pozycje C-4 chronionej urydyny Ilub 2’-deoksyurydyny (15) poprzez
zastosowanie trichlorku fosforylu (16) lub chlorku tionylu (17), (Schemat 4).
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Schemat 4. Aktywacja pozycji C-4 chronionej 2’-deoksyurydyny (15) trichlorkiem fosforylu
(16) Iub chlorkiem tionylu (17).

Ze wzgledu na to, iz powyzsza reakcja nie zachodzi selektywnie, dobrym
rozwigzaniem jest zastosowanie azoli (Schemat 5), ktore pozwalaja uzyska¢ wigksza
selektywno$¢ reakcji [77, 78]. Na skutek zastosowania tetrazolu, tworzy si¢ amid, ktory
ma nizszg reaktywno$¢ niz chlorek, jednakze wystarczajaca do przeprowadzenia reakcji
z silnymi nukleofilami.

Czynniki aktywujace pozycje C-4 (w tym przypadku aktywne amidy), powstaja

gléwnie w reakcji azoli z chlorkiem metanosulfonylu (chlorek mesylu, MsCl), (18) lub
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chlorkiem p-toluenosulfonylu (chlorek tosylu, TsCl), (19) [79, 80, 81], ale takze spotkac

mozna pochodne azolowe powstajace w reakcji azolu z trichlorkiem fosforylu (16) lub
trichlorkiem fosforu (20) [82, 83].
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Schemat 5. Reakcja azoli z chlorkami kwasowymi

Reakcje aktywacji pozycji C-4 chronionej 2’-deoksyurydyny (15) przy uzyciu
aktywnych amidow (Schemat 6) charakteryzuje selektywnos$¢ i wysoka wydajnos¢
a reakcja nie wymaga ogrzewania, co jest niewatpliwg zaleta
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Schemat 6.

Aktywacja pozycji C-4 chronionej 2’-deoksyurydyny (15) chlorkiem fosforylu
w obecnosci azoli.
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Kolejnym sposobem aktywacji pozycji C-4 reszty pirymidyny jest zastosowanie
chlorku tosylu (19) w obecno$ci weglanu potasu (Schemat 7). Mieszaning reakcyjng
ogrzewa si¢ we wrzacym bezwodnym acetonitrylu przez 2 h. Wada tej reakcji jest niska
wydajno$¢ oraz ze wzgledu na wysoka reaktywnos$¢ powstajacego produktu tatwosc,
z ktérg hydrolizuje on na powro6t do substratu pod wplywem wilgoci [84].

Jeszcze innym metoda wykorzystujaca TsCl jest jego reakcja, w temperaturze
60°C, w bezwodne] pirydynie. Uzyskany na tej drodze zwigzek mozna poddaé

substytucji nukleofilowej np. z aminami pierwszorzgdowymi [85, 86].

HN K2COs N N
Ty = 0y — 0
O N O N (6] N
R'O R'O R'O
(0] O :O:
0R2 OR2 OR2
15
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R!, R? - grupy ochronne 7
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Schemat 7. Modyfikacja  pozycji C-4  chronionej  2’-deoksyurydyny  chlorkiem
p-toluenosulfonylu [84].

Zastosowanie chlorkow kwasowych w przedstawionych dotychczas syntezach,
w wigkszo$ci przypadkéw prowadzi do otrzymania oczekiwanych produktéw z bardzo
dobra wydajnos$cia, jednakze metody te sa pracochtonne ze wzgledu na konieczno$¢
stosowania  grup  ochronnych, zabezpieczajacych  funkcje  hydroksylowe

2’-deoksyrybozy. Nie pozwalaja one takze na zastosowanie cytozyny, jako substratu,
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gdyz reakcja czynnika aktywujacego z atomem azotu N-1 jest tak silna, ze otrzymanie
pozadanej modyfikowanej cytozyny jest bardzo trudne [87, 88].

W pozycje C-4 zasady pirymidynowej mozliwe jest wprowadzenie atomu siarki
(Schemat 8). Mieszaning uracylu lub urydyny z siarczkiem fosforu (V) ogrzewa si¢
w pirydynie [89, 90, 91]. Zastosowanie cytozyny lub 2’-deoksycytydyny jako substratu
wymaga ogrzewania w roztworze siarkowodoru rozpuszczonym w mieszaninie wody

1 pirydyny [92]. Synteza ta jest bardzo wydajna.
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X=H, ryboza, 2'-deoksyryboza

Schemat 8. Modyfikacja pozycji C-4 pochodnej pirymidyny siarczkiem fosforu.

Inng metoda syntezy pochodnych z modyfikacja przy egzoaminowym atomie
azotu jest reakcja cytozyny lub nukleozydowej pochodnej nieposiadajacej podstawnika
w pozycji C-5, w wodnym lub glikolowym roztworze aminy pierwszorzedowej [93, 94]
lub w wodnym roztworze aminy z zastosowaniem kwasu chlorowodorowego
1 wodorosiarczanu (IV) sodu [95, 96, 97, 98]. Jest to reakcja jednoetapowa, pozwala na
zastosowanie cytozyny jako substratu. Uwage nalezy zwrdci¢ na czas ogrzewania, gdyz
zbyt dlugi moze prowadzi¢ do rozktadu niektorych amin, a nieodpowiednie pH moze
skutkowaé rozerwaniem wigzania N-glikozydowego substratu i produktu [76, 99].
Stosowane aminy musza by¢ dobrymi nukleofilami. Istotnym warunkiem jest brak
podstawnika w pozycji C-5, ktory utrudnialby tworzenie si¢ produktu przejSciowego
(addukt cytozyny i1 aminy lub wodorosiarczanu (IV) sodu), w reakcji transaminacji

(Schemat 9) [96, 97, 98].
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Schemat 9. Reakcja transaminacji.
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Nukleofilowo$¢ 1 pierwszorzedowos§¢ grupy egzoaminowej w pozycji C-4

wykorzystywana jest takze w reakcji z aldehydami prowadzacej do otrzymania zasad

Schiffa (Schemat 10). W wyniku ogrzewania cytozyny (1) z aldehydem powstaje

imina, ktéra mozna podda¢ redukcji do odpowiedniej aminy. Dzigki tej metodzie

mozliwe jest otrzymanie np. pochodnych cytozyny, zawierajace podstawniki

benzylowe, w ktérych w pozycji para lub meta obecne moga by¢ atomy chloru, bromu,

lub grupy hydroksylowa lub nitrowa [100].
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Schemat 10. Synteza zasady Schiffa [100].
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Schemat 11. Synteza karbaminianowych pochodnych cytozyny.
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Karbaminianowe pochodne cytozyny (Schemat 11) otrzymuje si¢ w reakcji
cytozyny (1) z chloromréwczanami w pirydynie. Mozna zastosowaé w tym celu
chloromréwczan metylu, etylu, n-butylu, izobutylu adamantylu i benzylu. Wydajno$¢
tej reakcji jest zalezna od uzytego chloromréwczanu [101].

W grupie badawczej prof. Markiewicza pochodne cytozyny otrzymano dwoma
sposobami. W pierwszym przypadku substratem jest nukleozyd (21, 22, 23, 24),
(Schemat 12 i Schemat 13) w ktorym reszta cukrowa petni funkcj¢ grupy ochronnej
nukleozasady. Nastepnie ma miejsce katalizowana kwasem hydroliza wigzania
N-nukleozydowego, prowadzaca do uzyskania zasad nukleinowych (13, 25, 26, 27),
(Schemat 12 i Schemat 13) [76]. Syntezg pochodnych cytozyny, gdzie, jako substratu
uzyto 4-N-p-toluenosulfonylo-2’-deoksycytydyne (21), opisano w pracy Markiewicza
i innych [86]. Reakcja tego zwigzku z pierwszorzedowa alkiloaming, przeprowadzona
w temperaturze 70°C, w pirydynie, prowadzi do otrzymania pochodnej
2’-deoksycytydyny (Schemat 12). 4-N-podstawione cytozyny (13, 25), uzyskano przez
rozszczepienie, obecnego w zwigzkach 21 lub 22, wigzania N-glikozydowego, w reakcji

z kwasem chlorowodorowym we wrzagcym metanolu (Schemat 12) [76].
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Schemat 12. Synteza pochodnych cytozyny poprzez hydroliz¢ wigzania N-glikozydowego
nukleozydow  katalizowang kwasem. Odczynniki i warunki reakcji:
a: furfuryloamina (5 eq), pirydyna, 70°C, 12 h; b: HCl (2,4 eq), CH;0Hagq, temp.
wrzenia, 4 h [75].
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Schemat 13. Synteza pochodnych 5-metylocytozyny na drodze Kkatalizowanej kwasem
hydrolizy wigzania N-glikozydowego. Odczynniki i warunki reakcji:
a: 1) furfuryloamina lub benzyloamina (1,5 eq), CH;CN, 50°C; 2) CH;0H, 35%
amoniak aq, 1 h; b: stez. HCI (3 eq), CH3;0OHagq, temp. wrzenia, 4 h [75].

Kolejny sposob opiera si¢ na reakcji cytozyny z aldehydami, prowadzacej do
utworzenia odpowiednich zasad Schiffa, a nast¢gpnie ich redukcji za pomoca
borowodorku sodu w metanolu (Schemat 14). Ta metoda zostala opisana w pracach
Dincera [100] oraz Kawai i innych [102], a takze wspomniano o niej wcze$niej] w tym
rozdziale (str. 25). Reakcje t¢ mozna prowadzi¢ roéwniez w innych warunkach,
wykorzystujac metanolan magnezu [75], co pozwala otrzymaé wiele zwigzkow
w krétkim czasie. Reakcja cytozyny z aldehydami aromatycznymi przebiega szybko
1z wysoka wydajno$cig w bezwodnym metanolu, w obecno$ci metanolanu magnezu,
ktoéry moze pelni¢ takze role¢ w usuwaniu powstajacej w reakcji wody (Schemat 14
iSchemat 15). W przypadku wuzycia aldehydow alkilowych jako substratow,
stwierdzono, ze reakcja przebiega lepiej w obecnosci kwasu octowego (Schemat 14).
Zastosowanie zasadowych warunkéw (metanolanu) dla aldehydéw alkilowych
prowadzito do powstawania produktow kondensacji aldehydow. Zasady Schiffa
zredukowano za pomoca borowodorku sodowego lub kompleksu siarczku dimetylu

z boranem (BMS) w celu otrzymania odpowiednich produktow (13, 28-34, 38, 39).
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Schemat 14. Synteza pochodnych cytozyny w $rodowisku kwasowym/zasadowym.
Odczynniki i warunki reakcji: a: Mg(CH;30), (5 eq), aldehyd aromatyczny (6 eq),
CH;0H, 55°C, 3h; b: AcOH (5eq), CH;COH Ilub CH;CH,COH lub
CH;CH,CH,COH (4 eq), CH50H, temp. wrzenia, 3 h; ¢: NaBH; (9 eq), 0,5 h,
CH;0H, temp. pokojowa; d: 1) BH;-DMS (2 eq), THF, CH,Cl,, 12 h 2) HCI,
CH;OHaq [75].
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Schemat 15. Synteza pochodnych 5-azacytozyny w warunkach zasadowych. Odczynniki
i warunki reakcji: a: Mg(CH;0), (5 eq), aldehyd aromatyczny (6 eq), CH;OH,
55°C, 3 h; b: NaBH4 (9 eq), 0,5 h, CH30H, temp. pokojowa [75].
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Analogicznie do reakcji otrzymywania 5-hydroksymetylocytozyny [103]
modyfikacja 4-N-furfurylocytozyny (13) i 4-N-benzylocytozyny (30) w pozycji C-5 za
pomoca paraformaldehydu w  obecnosci trietyloaminy pozwala otrzymac
5-hydroksymetylo-4-N-furfurylocytozyne (40) i 5-hydroksymetylo-4-/N-
benzylocytozyng (41) (Schemat 16) Zwiazki te stosowano takze jako substraty
w syntezie kolejnych pochodnych (42-49).
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48 R'=Bnz, R>=CH;(CH,);NHCH,
49 R'=Fur, R?=CH;(CH,);NHCH,

Schemat 16. Synteza  pochodnych  4-N-furfurylocytozyny 1  4-N-benzylocytozyny
z modyfikacja wegla w pozycji C-5. Odczynniki i warunki reakcji: a: CH,O
(2,3 eq), Et;N (10eq), H,O, 65°C, 12 h; b: Ac,O (1,2 eq), pirydyna, temp.
pokojowa, 3 h; ¢: disiarczan sodu (2 eq), H,O, 55°C, 24 h; d: 1. pirydyna, MsCl
(1,5 eq), temp. pokojowa, 0,5 h; 2. n-butyloamina (3 eq), 55°C, 1h; e: H,O,
MnO, (3 eq), 55°C, 24 h; f: 1), n-butyloamina (5 eq), HCI (2,5 eq), CH30H,
temp. wrzenia, 8 h; 2) NaBH, (2 eq), temp. wrzenia, 1 h [75].

Acetylowanie zwigzkéw 40 i 41 za pomoca bezwodnika octowego pozwala
otrzyma¢ odpowiednie pochodne 5-acetyloksymetylowe (42, 43), (Schemat 13).
Reakcja zwigzkoéw 40 i 41 z pirosiarczynem sodu w wodzie, prowadzi do utworzenia,
z dobrg wydajnos$cia, odpowiednich pochodnych kwasu 5-metylosulfonowego (44, 45),
(Schemat 16).

Grupa 5-hydroksymetylowa zwigzkéw 40 i 41 moze by¢ utleniona za pomoca
tlenku manganu (IV) w wodzie, dajac z umiarkowanymi wydajno$ciami, odpowiednie
pochodne 5-formylowe (46 i 47), (Schemat 16). Nastepnie, powstate aldehydy, mozna
wykorzysta¢ do otrzymania zasad Schiffa w reakcji z pierwszorzgdowymi aminami.

Tak wigc, reakcja zwiazku 46 z n-butyloaming (Schemat 16), a nastgpnie redukcja
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borowodorkiem sodu prowadzi do otrzymania 5-(N-butylamino)metylo-4-N-
furfurylocytozyny (39).

Z drugiej strony, S5-hydroksymetylo-4-N-furfurylocytozyne (40) mozna
przeksztalci¢ w ester metanosulfonylowy w reakcji z chlorkiem metanosulfonylu
w pirydynie, a nastgpnie poddac reakcji z aming, otrzymujac zwigzek 49 z wysoka
wydajnoscia (Schemat 16).

Inne podejscie zastosowano do syntezy 4-N-furfurylo-5-metylocytozyny (26)
1 4-N-benzylo-5-metylocytozyny (27). 5-metylocytozyna i jej nukleozydy, chociaz
dostepne handlowo, nie naleza do tanich. Dlatego wykorzystano 3°,5’-di-O-
acetylotymidyne 1 przeksztatcono ja w zwigzek 50 [104, 105, 106]. Reakcja triazolowe;
pochodnej nukleozydu (50) z furfuryloaming lub benzyloaming pozwala otrzymac
odpowiednio 5-metylo-4-N-furfurylo-2'-deoksycytydyn¢ (23) i 5-metylo-4-N-benzylo-
2'-deoksycytydyne (24), a te, po rozszczepieniu wigzania N-nukleozydowego [76],
mozna przeksztatcic w S5-metylo-4-N-furfurylocytozyne (26) 1 S-metylo-4-N-
benzylocytozyne (27), (Schemat 13) [75].

Zestawienie pochodnych otrzymanych w grupie badawcze] profesora

Markiewicza przedstawia (Tabela 2).

Tabela 2. Zestawienie pochodnych cytozyny [75].

1 R 1 Z_\\N

R
N N
)\ R? )\ R? )\ R’
0)\1|\1 0)\1|\1 0 Il\I
RZ RZ RrR2
13, 21-32, 35-49 33,34 50
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3 R! R’ R} X
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13 ggz_g H H C
K ? jw H C

O
21 | ue i
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2.1.2 Synteza pochodnych cytozyny z modyfikacja w pozycji 5

Jedna

V4

pochodnych

cytozyny z

modyfikacja w pozycji

5

jest

5-hydroksymetylocytozyna (HMC), (53). Otrzymywana jest ona m.in. w wyniku reakcji
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5-karboksypropyloylocytozyny (51) lub 5-karboksycytozyny (52) z tetrahydroglinianem
litu w warunkach bezwodnych (Schemat 17) [107, 108].

NH, O
H
N/ ‘ 0/\/C 3
Y N NH,
51
LiAlH, NZ OH
)\ ‘
0] N
NH, O H
53
HN ‘ OH
0)\1\1
H
52

Schemat 17. Synteza 5-hydroksymetylocytozyny (53) w reakcji z tetrahydroglinianem litu.

HMC moze by¢ tez otrzymana poprzez ogrzewanie cytozyny (1)
z formaldehydem w wodnym roztworze trietyloaminy [103, 109]. Innym sposobem
pozyskiwania omawianego zwigzku jest reakcja cytozyny z paraformaldehydem,
w obecnos$ci wodorotlenku potasu, z wykorzystaniem reaktora mikrofalowego o mocy
1500 W (Schemat 18). Jest to reakcja szybka i bardzo wydajna, jednak jej skutkiem

ubocznym jest uwalnianie si¢ toksycznego formaldehydu [110].

NH, NH,
NZ H.CO N7 OH
)\ ‘ H )\ ‘
Et;N, H,0
o N lub o N
H 0,5 N KOH, MW, 3 min H
1 53

Schemat 18. Synteza 5-hydroksymetylocytozyny w reakcji z trietyloaming lub w reakcji

z wodorotlenkiem potasu.

5-hydroksymetylocytozyna jest substratem dla otrzymania S-formylocytozyny
1 5-karboksycytozyny. Pierwszy z tych zwigzkéw otrzymywany jest w reakcji HMC
z tlenkiem manganu (IV). Utleniacz ten, w pH=7 utlenia alkohol do aldehydu. Nie
zachodzi utlenienie do kwasu karboksylowego [111]. Reakcja jest jednak mato

wydajna. Zastosowanie MnO; w obecnosci kwasu chlorowodorowego o st¢zeniu 0,2 M
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umozliwia utlenienie alkoholu zaréwno do aldehydu jak 1 do kwasu karboksylowego.
Natomiast uzycie roztworu kwasu octowego o stezeniu 50% 1 przeprowadzenie reakcji
utleniania tlenkiem manganu (IV) wobec katalizatora platynowego, w atmosferze tlenu
pozwala na otrzymanie pochodnej aldehydowej i zwigkszenie wydajnosci reakcji do
80% [109]. Zastosowanie nadsiarczanu potasu jako utleniacza oraz zmiana
rozpuszczalnika prowadzi do powstania 5-karboksycytozyny [112].

Kolejnymi pochodnymi cytozyny z modyfikacja w pozycji C-5 sa zwiazki
zawierajace podstawniki metyloaminowe. Mozliwe sg one do otrzymania w reakcji
cytozyny (1) z formaldehydem i aming drugorzedowa w tzw. reakcji Mannicha

(Schemat 19).

i Rl RZ 1 RZ Rl RZ Rl R2
H /H\ HO F>—<
A \ H'
HN X —> N X H—O> H,C=N® X <— H,C—N X
\ / 2

NH, R!

N/

R2
N/ N)Y
B /f\ ‘ + H,C=N® X — /J\ | b
0 0 N
H

R!, R?>=H, CH;
X=0, CH,, CHCH,

Schemat 19. Reakcja Mannicha, A — reakcja aminy z formaldehydem, B — reakcja cytozyny

z zasada Mannicha.

W  pierwszym etapie tej reakcji powstaje soOl drugorzedowej aminy
i formaldehydu (zasada Mannicha) (Schemat 19, A). Niska gesto$¢ elektronowa atomu
wegla pochodzacego od aldehydu zwigzanego podwojnym wigzaniem z atomem azotu
umozliwia nukleofilowy atak atomu wegla C-5 cytozyny, w wyniku czego powstaje
5-metyloaminocytozyna (Schemat 19, B). W tej syntezie stosuje si¢ bezwodny etanol
oraz kwas octowy, ktory ma za zadanie protonowanie cytozyny oraz ulatwia szybsza
dehydratacj¢ z powstatego adduktu amina — aldehyd [113].

Nastepna grupa zwiazkdéw to pochodne cytozyny, ktore w pozycji C-5 zawieraja
podstawniki alkilowe. 5-metylocytozyne (2) otrzymuje si¢ w wyniku aktywacji pozycji

C-4 chronionych pochodnych tyminy lub tymidyny, za pomocg dobrej grupy
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odchodzacej (np. arenosulfonowej), badz atomow siarki lub chloru, albo grupy
azolidowej, a nastepnie przeprowadza si¢ reakcj¢ z aming (Schemat 20) [82, 83, 114].
Koncowym etapem tej syntezy (w przypadku substratu nukleozydowego) jest hydroliza

wigzania N-glikozydowego.

RS
o iy N
R3 R3 R3
HN R4—Cl NZ H,N—R? NZ
Py
8 N lub 0 N ¢ N
CH;CN, Et;N
R'O R'O R'O
0 0 0
OR? OR? OR2

R!, R? - grupy ochronne
R3, RS - alkil R’
s N /

R* - grupa aktywujaca )\ ‘
(0]

Schemat 20. Synteza 5-alikilocytozyn przez rozerwanie wigzania N-glikozydowego

nukleozydu.

Pochodne cytozyny zawierajace w pozycji 5 podstawnik alkilowy mozna
otrzymac¢ takze w wyniku reakcji 5-alkilouracylu z trichlorkiem fosforylu prowadzace;j
do pochodnych S5-alkilo-2,4-dichlorouracylowych, ktére w reakcji z etanolanem sodu
umozliwiaja uzyskanie odpowiednich 5-alkilo-2,4-dietoksyuracyli. Zwiazki te ulegaja
reakcji z jodkiem metylu prowadzacej do metylowania pozycji N-1 1 odtworzenia grupy
karbonylowej przy atomie wegla C-2. Nastgpnie grupa etoksylowa znajdujaca si¢
w pozycji wegla C-4 moze zosta¢ wymieniona na grupe aminowg. Zastosowanie
amoniaku pozwala otrzymacé S5-alkilo-1-metylocytozyne. Ze wzgledu na obecno$é
podstawnika alkilowego w pozycji N-1, otrzymanie 5-alikocytozyn jest trudne

(Schemat 21) [77].
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Schemat 21. Synteza 5-alkilo-1-metylocytozyn.

Do ostatniej grupy pochodnych cytozyny modyfikowanych w pozycji C-5
zaliczy¢ mozna 5-aminocytozyng¢ oraz 5-hydroksycytozyng¢ (56). Pierwsza z nich
otrzymuje si¢ w reakcji 5-bromocytozyny (55) z aming, co umozliwia wprowadzenie
réznych podstawnikow w pozycje C-5 cytozyny [115]. W celu otrzymania drugiej
pochodnej nalezy przeprowadzi¢ reakcje cytozyny z nadsiarczanem potasu w roztworze

wodorotlenku potasu o stezeniu 1 M.

|
0—s=0 % OH

8 =)
O N % & b’\*p\\
H °0 NH, A NH,
1
Br NHR
N7 ‘ NH,R NT ‘
)\
) 0 N 0 N
R=alkil, H H H
55

Schemat 22. Synteza 5-hydroksycytozyny (56) i 5-aminocytozyny.
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Powstajaca s6l potasowg 5-siarczanocytozyny (54) ogrzewa si¢ do wrzenia w kwasie
solnym o stezeniu 6 M aby przeksztalci¢ go w 5-hydroksycytozyng. Oczekiwany
produkt mozna uzyskac¢ 90% z wydajnoscia (Schemat 22) [116, 117].

2.2 Azacytozyny i ich pochodne

1,3,5-triazyna (s-triazyna) jest zwigzkiem podatnym na wszechstronne
modyfikacje gldéwnie w pozycjach 2, 4 i 6. Modyfikacje te pozwolily otrzymaé wiele
pochodnych, sposréd ktorych wiele wykazuje wlasciwosci terapeutyczne, m.in.
przeciwbakteryjne 1 grzybobdjcze [118], przeciwnowotworowe [119], antytubulinowe
[120], przeciwzapalne [121], przeciwmalaryczne [122] i inne [123, 124, 125, 126, 127].
Ponadto, stwierdzono, ze zwiazki posiadajace rdzen s-triazynowy maja dzialanie
przeciwretrowirusowe, przeciwwirusowe, przeciwwrzodowe, przeciwartretyczne,
znieczulajace, przeciwdrgawkowe, algobodjcze 1 dezynfekujace, hipoglikemiczne,
przeciwbolowe, uspokajajace, przeciwrobacze 1 przeciwgruzlicze.

5-azacytozyna (59) jest pochodng 1,3,5-triazyny. Pierwotnie otrzymywana byta
w reakcji dicyjanoamidu z kwasem mrowkowym [128]. Inny sposdb otrzymywania tego
zwiazku opisat Piskala, gdzie jako substratu uzyto guanylomocznika (57) uwolnionego
z chlorowodorku przy uzyciu zywicy jonowymiennej Dowex 1 (OH’) [129].
Chlorowodorek natomiast, otrzymano wczes$niej z dicyjanodiamidu w wyniku
modyfikacji procedury opisanej przez Kawano [130].

S-azacytozyng¢ (59) mozna w stosunkowo nieskomplikowany sposob i1 z wysoka
wydajnoscig (91%), otrzyma¢ w reakcji guanylomocznika (57) z dimetyloacetalem

dimetyloformamidu (58) w absolutnym metanolu (Schemat 23).

- NH
H;C—0 _CH; 2
.
H,N N NH, Hc—d _ CH; )\
2 \ 2 3 58 N N
CH;OH o )\ J
O NH, o N
H
57 59

Schemat 23. Otrzymywanie 5-azacytozyny (59) w reakcji guanylomocznika (57)

z dimetyloacetalem dimetyloformamidu (58).
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W  reakcji tej nie zaobserwowano obecnosci produktu posredniego (N,N-
dimetyloaminometylenoguanylomocznika), ktorego obecnos$¢ stwierdzono
w analogicznej reakcji dimetyloacetalu dimetyloformamidu i biuretu [131].

Innym sposobem na otrzymanie 5-azacytozyny (59) jest kondensacja
guanylomocznika (57) z ortomréwczanem etylu (60) w podwyzszonej temperaturze,

w dimetyloformamidzie (DMF) (Schemat 24) [129].
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N 2Hs
604
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Schemat 24. Sposoby otrzymywania 5-azacytozyny i jej pochodnych [129].

Reakcja ta zachodzi z wydajnoscia 86%. Zastosowanie ortooctanu (61) Ilub
ortopropionianu etylu (63), w tych samych warunkach prowadzi do uzyskania
6-podstawionych pochodnych, odpowiednio 62 i 64 [129]. Natomiast uzycie
trisformaminometanu (65) w DMF, w 155°C skutkuje powstaniem 5-azacytozyny (59),
(wydajnos¢ 34%) i1 2-amino-1,3,5-triazyny (66), (wydajno$¢ 37%) [129]. 2-amino-
1,3,5-triazyna powstaje z formyloformamidyny, ktéra wg. Bredecka jest zwigzkiem

posrednim w reakcji trisformaminometanu i guanidyny [132] lub formyloguanidyny

38



Czes¢ literaturowa

[133]. W reakcji formyloformamidyny i guanylomocznika moze powsta¢ zwigzek 59
(z uwalnianiem formamidu i amoniaku) lub zwigzek 66 (z uwalnianiem wody
1 mocznika).

5-azacytozyng¢ (59) uzyskano przez kondensacje (w dimetyloformamidzie,
155°C) guanylomocznika (57) z octanem formamidyny (67), (wydajnos¢ 36%) lub
formamidu (68), (wydajnos$¢ 37%) (Schemat 25) [129]. Ostrogovich opisat kondensacje
chlorowodorku benzamidyny z octanem guanylomocznika z wytworzeniem 6-fenylo-4-

amino-1,2-dihydro-1,3,5-triazyn-2-onu [134].

O, OH

O
o o
HN NH, lub )\
S 2 H NH,
H,N N NH, &5 2 =

T Y 67 68 _ N N
DMF = )\ J
A

57 59

Schemat 25. Otrzymywanie 5-azacytozyny w reakcji guanylomocznika z octanem

formamidyny lub z formamidem.

5-azacytozyn¢ (wydajno$¢ 21%) otrzymano przez ogrzewanie w temperaturze
wrzenia pod chlodnicg zwrotng mréwczanu etylu (69) 1 guanylomocznika (57)
w metanolu (Schemat 26) [129]. Tworzy si¢ takze produkt uboczny, mréwczan
guanylomocznika (70), ktéry powstaje w wyniku reakcji kwasu mrowkowego
z guanylomocznikiem. Kwas metanowy natomiast, tworzy si¢ w reakcji mrowczanu
etylu i wody uwalnianej w procesie kondensacji. Powstaly mréwczan guanylomocznika
nie reaguje dalej z mréwczanem etylu, co thumaczy niska wydajnos¢ reakceji. Wydajnosé
byla wyzsza, gdy reakcje przeprowadzono w obecnos$ci etanolanu sodu (Schemat 27)
[129]. Analogiczna kondensacja guanylomocznika z octanem etylu (71) lub

propionianem etylu (73) pozwolita uzyska¢ odpowiednio, triazyny 62 1 64.
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Schemat 26. Otrzymywanie 5-azacytozyny i jej pochodnych w reakcji guanylomocznika

z odpowiednimi estrami [129].
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Schemat 27. Otrzymywanie 5-azacytozyny i jej pochodnych w reakcji guanylomocznika

z odpowiednimi estrami w obecnosci etanolanu sodu [129].
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Podczas ogrzewania guanylomocznika w nadmiarze kwasu mrowkowego, nie
zachodzi 7adna reakcja. Konieczne jest krotkie podgrzanie mrowczanu
guanylomocznika powyzej temperatury topnienia (170°C), aby uzyska¢ 5-azacytozyn¢
z wydajnoscig 27% [129]. Jednak w tych warunkach guanylomocznik ulega znacznemu
rozktadowi. Niskg wydajnos¢ (29%) 5-azacytozyny (59) uzyskano réwniez w reakcji
guanylomocznika (57) i mieszaniny bezwodnikow kwasu mrowkowego (76) i octowego

(75) w 110°C (Schemat 28) [129].

+ NH,
H,N N NH; O OF° )\
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Schemat 28. Otrzymywanie 5-azacytozyny w reakcji z mieszaning bezwodnikow kwasowych

[129].

Kolejng reakcja prowadzaca do otrzymania 5-azacytozyny (59) jest termiczna
cyklizacja N-formylo-N'-cyjanoguanidyny (77) [135] w 150°C w $rodowisku
bezwodnego dimetyloformamidu (Schemat 29) [129]. Mieszanina H,O-
CH;CH,OCH,CH,0H, ktora byla wczesniej stosowana w analogicznej cyklizacji [136]
acylowanych cyjanoguanidyn, nie okazata si¢ odpowiednia z powodu wrazliwos$ci

formylocyjanoguanidyny na hydrolize.

NH,
r X
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Schemat 29. Otrzymywanie 5-azacytozyny w wyniku termicznej cyklizacji N-formylo-N'-

cyjanoguanidyny [129].

S-azacytozyna krystalizuje ze stezonego kwasu chlorowodorowego w postaci

chlorowodorku. Krystalizacja chlorowodorku z jego wodnego roztworu prowadzi do
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otrzymania, z powodu hydrolizy, wolnej niestechiometrycznie uwodnionej
5-azacytozyny. 5-azacytozyna zostala rdwniez przygotowana przez Martina
1 wspotpracownikéw [137] z 2-amino-4-metoksy-1,3,5-triazyny (82) w stezonym kwasie

chlorowodorowym (Schemat 30).
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Schemat 30. Otrzymywanie 5-azacytozyny w reakcji 2-amino-4-metoksy-1,3,5-triazyny ze

stezonym kwasem chlorowodorowym [137].

Krystalizacja 5-azacytozyny z wody pozwala otrzyma¢ ja w catkowicie
nieuwodnionej postaci (suszenie w podwyzszonych temperaturach nie jest konieczne).
Grundmann [128], ktéry uzyskat 5-azacytyozyne z niska wydajnoscig (34%) w reakc;ji
dicyjanodiamidu, stwierdzil, Zze niezbedne jest dluzsze suszenie pod prdéznig
w temperaturze 150°C. Powielanie tej procedury wykazato jednak, ze produkt jest
zanieczyszczony mrowczanem guanylomocznika, ktorego konwersja do 5-azacytozyny
(z usunigciem wody) wymaga wyzszej temperatury. Mréwczan guanylomocznika
znacznie dominuje w surowej mieszaninie reakcyjnej. Nic wigc dziwnego, Ze inni
autorzy [138] uzyskali mrowczan guanylomocznika jako jedyny produkt reakcji.

Piskala badal ponadto kondensacje dimetyloacetalu dimetyloformamidu
z N-metylo-N'-guanylomocznikiem. Przeprowadzono reakcje amoniaku 1 bis-
metylokarbamoilocyjanamidu  [139], otrzymujac s6l amonowa N-metylo-N'-
cyjanomocznika zamiast spodziewanego N-metylo-N'-guanylomocznika (sktad
elementarny oba te zwigzki majg taki sam). Cyjanomocznik uwolniono z jego soli

amonowej za pomoca zywicy jonowymiennej Dowex 50 w (H"). Oprocz soli amonowej
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cyjanomocznika otrzymano takze N-metylomocznik, ktéry stanowi drugi oczekiwany
produkt tej reakcji.

Rysunek 5 przedstawia zestawienie pochodnych otrzymanych przez Piskale
[129].  N-podstawione  N'-guanylomoczniki mozna otrzymaé w  reakcji
N-podstawionych guanidyn do izocyjanianow [140]. Jednak do przygotowania
N-metylo-N'-guanylomocznika nie mozna tej procedury zastosowac, poniewaz dodanie
niepodstawionej guanidyny do izocyjanianow powoduje powstanie
biskarbamoiloguanidyn [141]. Préba otrzymania N-metylo-N'-guanylomocznika
w reakcji metanolowego amoniaku i 1,4-dimetyloizobiuretu w 100°C réwniez byla
nieudana. Z drugiej strony, z metanolowych roztworow metyloaminy lub
dimetyloaminy, tatwo otrzymano odpowiednio N-metylo-N'-metyloguanilomocznik
(83) 1 N-metylo-N-(V,N-dimetyloguanilo)mocznik (84). Guanylomocznik 83

wytworzono rowniez przez dodanie metyloguanidyny do izocyjanianu metylu [129].

NN OCH;
2 3
R{_ R _
oL - I
" _ L PN
~
N N NH, 4
i 0 N R4 0 T R
1t R
57 RI=R2=R3=H 59 R'=R2=R3=R*=H 91 R'=R*=H
83 RI=R2=CH;, R*=H 62 R'=R*=R3=H, R*~CHj 92 R'=CH, R*=H
84 R'=R*=R*=CH; 64 R'=R*=R’=H, R*=C,H; 93 R'=H, R*=CH;
85 R!=R?=CH;, R>=R*=H 94 R'=R*=CH;
86 R1=R2=R3=CH3, R4=H
87 R'=R*=H, R>=R’=CH;
88 R'=H, R?>=R*=R*=CH;,
89 R'=R*=R’=R*=CH;
90 R'=R?>=R*=H, R>=CH;
NH, OCH;,4 OCH;
/NH—CHO )\ )\
HC<NH—CHO NN N |N NT |N
NH—CHO t ) )\ ) )\ )
N (R),N N H;CO N
65 66 82 R=H 95
96 R=CH,

Rysunek 5. Zestawienie zwigzkow otrzymywanych przez Piskale [129].

Reakcja guanylomocznikéw 83 i 84 z dimetyloacetalem dimetyloformamidu

(58) przebiega tatwo nawet w temperaturze pokojowej, z wytworzeniem odpowiednich
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triazyn 85 1 86, ale =znacznie wolniej niz w przypadku niepodstawionego
guanylomocznika. Najszybsza kondensacj¢ zaobserwowano w przypadku guanylo-O-
metyloizomocznika [130] przy tworzeniu znanej juz wczesniej, 2-amino-4-metoksy-
1,3,5-triazyny (82).

W pracy Piskali przygotowano takze seri¢ 4'4'-dimetylo- i1 4'-metylo-5-
azacytozyny (85, 86, 87-90) w reakcji odpowiednich 4-metoksy-1,2-dihydro-1,3,5-
triazyn-2-onow [142] (91-94) z dimetyloaming lub metyloaming w metanolu.
W analogicznej reakcji tych ostatnich triazyn z amoniakiem zaobserwowano, ze
podstawione obojetne metoksytriazyny reaguja znacznie tatwiej niz niepodstawione
metoksytriazyny o charakterze kwasowym, ktére ulegaja anionizacji w warunkach
aminowania. Zmniejszenie szybkos$ci reakcji podstawienia nukleofilowego azyn ze
wzgledu na wprowadzenie tadunku ujemnego jest dobrze znane [143]. Podobna
zalezno$¢ zaobserwowano w reakcjach metyloaminy i dimetyloaminy, ktore jednak
w porOwnaniu z amoniakiem reaguja znacznie szybciej ze wzgledu na wyzsza
nukleofilowos¢.

Reakcja dimetyloaminy w metanolu 1 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny (95)
przebiega selektywnie w temperaturze pokojowej z wytworzeniem 2-dimetylo-amino-4-

metoksy-1, 3,5-triazyny (96).

2.3 Tautomeria iminowo-enaminowa

Tautomerami nazywamy izomery Kkonstytucyjne zwigzkoéw chemicznych,
posiadajacych zdolno$¢ do tatwego wzajemnego przeksztalcania si¢ [144, 145, 146].
Posiadaja one jednakowa liczbe atoméw w czasteczce, jednak atomy te sg inaczej
potaczone. Przemiang, w ktorej dochodzi do wzajemnego przeksztalcenia si¢ zwigzkow
chemicznych, okreslamy tautomerig (dawniej desmotropig). Tautomeria jest zjawiskiem
powszechnym w chemii organicznej. Niekiedy zachodzi ona w wyniku spontanicznej
reakcji wewnatrzczasteczkowej. Na stan rdwnowagi tautomerycznej wpltywaja m.in.
takie czynniki jak: temperatura, pH, st¢zenie, stabilno$§¢ poszczegoélnych form oraz
wlasciwosci fazy, w ktorej zachodzi proces. Najczesciej wystepuje jako prototropia
[147], polegajaca na przenoszeniu protonu z atomu bardziej elektroujemnego na mniej
elektroujemny atom wegla i/lub odwrotnie.

Jednym z rodzajow tautomerii jest tautomeria iminowo-enaminowa. Polega ona

na zmianie potozenia atomu wodoru z jednoczesng zmiang pozycji wigzania 7.
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Schemat 31 przedstawia mechanizm tautomerii iminowo-enaminowej. Znajdujacy si¢
w iminie, atom wodoru, zwigzany z atomem wegla, migruje na atom azotu tworzac
enaming. Reakcja ta, moze by¢ katalizowana przez kwas lub zasad¢. Przedstawiony na

ponizszym schemacie produkt posredni to jon iminowy.

NH;
H’/R

® |
R N H,C R HLC R
/ A VARV AN )
H,C H;C H

H;C

imina enamina

Schemat 31. Mechanizm tautomerii iminowo — enaminowe;j.

Z tautomerig iminowo-enaminowg mozemy spotka¢ si¢ w aminopirymidynach.
Wecezesne badania tych zwigzkéw w podczerwieni, w fazie statej, mimo iz sugerowaty
form¢ aminowg, nie byly jednoznaczne [148, 149]. Analizy widm w ultrafiolecie
zwigzkow typu A (Rysunek 6), mialy udowodni¢ istnienie formy iminowej
B (Rysunek 6). W przypadku, gdy R=NH,, stwierdzono, ze powyzsze zalozenia,

poparte s3 dowodami polarograficznymi, jednak nie podano zadnych szczegotow [150].

NH, NH
| Ny ‘ NH
Py PR
H,N N R H,N N R
A B
R=H, NH,

Rysunek 6. Forma aminowa (A) i iminowa (B) pochodnych aminopirymidyny [151].

Krystalografia rentgenowska aminopirymidyn 97 i 98 (Rysunek 7) wykazala, ze
mimo iz grupy aminowe tworza wigzania wodorowe z atomami azotu w pierscieniu,
wigzania te sg asymetryczne i czasteczka wystepuje w formie aminowej [152, 153].
Pomiary zasadowosci przeprowadzone dla 2- i1 4-aminopirymidyny wykazaly, ze
w roztworze wodnym, formy aminowe sa bardziej stabilne (10°-krotnie) niz formy
iminowe [154]. Struktur¢ aminowa tych zwiazkéw poparto dodatkowo podobienstwem

widm ultrafioletowych 2- i 4-dimetyloaminowych pochodnych tych zwigzkéw oraz
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faktem, ze réznity si¢ one od odpowiednich zwigzkéw 1-metylo-2- 1 -4-iminowych

[155, 156].

NH, NH,

\N Br \N

LA A

Cl N/ Cl H,N N/
97 98

Rysunek 7. 4-amino-2,6-dichloropirymidyna (97) i 5-bromo-4,6-diaminopirymidyna (98)
[151].

Widma aminopirymidyn w podczerwieni, w stanie stalym i w roztworze niewodnym,
wykazuja, ze w tych warunkach, wystepuja one gtdéwnie w formie aminowej, poniewaz
zaobserwowano wystepowanie drgan rozciggajacych i deformacyjnych pochodzacych
od grupy NH; [157, 158].

Wykazano, ze cytydyna A (Rysunek 8, gdzie R=ryboza, 2’-deoksyryboza),
wystepuje w formie aminowej, a stosujac metody krystalograficzne okre§lono pozycje
wszystkich atoméw wodoru w zwigzku B (Rysunek 8) [159]. Istnienie struktur
A (Rysunek 8, gdzie R=CHj3) i C wykazano przez poréwnania widm w ultrafiolecie
[160] oraz przy uzyciu metody pK, wykazano, ze pierwsza z nich (A, gdzie R=CHj3)
dominuje (ok. 10°-krotnie) nad struktura D [160].

NH, NH, NH, NH
NH
N)j NZ | ? NZ | HN |
0 I|\I a N 0 I|\I 0 1|\I
R H

CH,

A B C D
R=CHj, ryboza, 2'-deoksyryboza

Rysunek 8. Pochodna cytozyny (A), 2-chloro-4,5-diaminopirymidyna (B), cytozyna (C),
iminowa forma 1-metylocytozyny (D) [151].

Kolejng grupa zwigzkoéw, w ktorych wystgpuje tautomeria iminowo-enaminowa
sa aminotriazyny. Szeroko badana pod tym wzgledem byla melamina (Rysunek 9, A).

Za pomocg analizy krystalograficznej wykazano, ze w stanie stalym, wystepuje ona
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gltownie w formie triaminowej (A) z udziatem formy kanonicznej (Rysunek 9, B) [161,
162], cho¢ rzeczywiste pozycje atomow wodoru zostaly wydedukowane na podstawie
dlugosci wigzan a nie okreslono ich bezposrednio. Triaminowa forma melaminy, ktdrej
uzyto do interpretacji widma ultrafioletowego [163] zostala potwierdzona przez widmo
w podczerwieni [164]. Decydujagcym dowodem na istnienie formy triaminowej byly
pomiary statych dysocjacji struktur A 1 C (Rysunek 9, gdzie R=H, grupa alkilowa),
ktore pokazaly, ze etylomelamina 1 etyloizomelamina ro6znig si¢ zasadowoscia
10°-krotnie. Dane te potwierdzaja wniosek, ze sama melamina istnicje w roztworze
postaci triaminowej [165]. Obliczenia metoda orbitali molekularnych wskazuja na
przewage wystepowania struktury triaminowej zamiast struktury tritminowej, jednakze
struktury mieszane takie jak C, (Rysunek 9, gdzie R=H), nie zostaty uwzglednione
w tych obliczeniach [166].

)
NH, NH, NH,
)\ €] )J\ S )\

N| N N N N| N
/k )\ @)\@/K ® /l\ /K
H,N N NH, HN N NH, RN T NH

R
A B C

R=H, grupa alkilowa

Rysunek 9. Melamina w formie triaminowej (A), melamina w formie kanonicznej (B),

melamina w formie iminowo — aminowej (C) [151].

Pojawity si¢ takze dwie niezalezne publikacje, w ktérych na podstawie analizy
widma ultrafioletowego 2-amino-1,3,5-triazyny stwierdzono, ze zwigzek ten istnieje
w postaci iminowej [128, 167]. Poprawnos$¢ tych wnioskéw wydaje si¢ jednak
watpliwa, zwlaszcza, ze nie wlaczono do analiz widm pochodnych alkilowanych. Inni
badacze zinterpretowali widma ultrafioletowe serii amino- i diamino-1,3,5-triazyn,

dochodzac do wniosku, ze dominujg formy aminowe tych zwigzkow [168].
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2.4 Rotameria aminopodstawionych 1,3,5-triazyn

Rotamery to zbior konformeréw powstajacych w wyniku ograniczonej rotacji
wokot pojedynczego wigzania. Obroty wokol wigzan pojedynczych wymagaja
pokonania barier energii obrotowej w celu wzajemnego przeksztatcenia jednego
konformera w drugi. Jesli bariera energetyczna jest niska, obrot jest swobodny [147],
azwiazek wystgpuje w postaci szybko rownowazacej si¢ mieszaniny wielu
konformerow. Natomiast, jesli bariera energetyczna pomiedzy poszczegdlnymi
konformerami jest wystarczajagco wysoka, woOwczas rotacja jest ograniczona, co
skutkuje tym, ze czasteczka moze istnie¢ przez stosunkowo dlugi okres czasu jako
stabilny rotamer.

Aminopodstawione 1,3,5-triazyny moga istnie¢ jako mieszaniny rotamerow
w rownowadze konformacyjnej, co pokazano w pracach [169, 170, 171, 172]. Ta
dynamiczna réwnowaga powstaje w wyniku ograniczonej rotacji wigzan miedzy
pierScieniem triazynowym a podstawnikami aminowymi. Mozna wyrézni¢ kilka
rezonansowych struktur kanonicznych, w ktérych aminowy atom azotu przytaczony do
pierscienia triazynowego ma hybrydyzacje sp® (Schemat 32, A), co mozna
interpretowac jako stabilizacj¢ konformacji ptaskie;.

Obrét wokot wigzania triazyno-aminowego ,,zmniejsza” charakter sp® atomu
azotu aminy, az staje sie on czysto sp’, co w konsekwencji powoduje ,,piramidalizacjc”
atomu azotu i utrate stabilizacji konkretnego rotamera [172]. Jesli bariera energetyczna
jest wystarczajaco wysoka, prowadzi do wystepowania réznych rotamerdéw, ktore
w skali czasowej NMR przeksztalcaja si¢ wolno 1 w widmie NMR, dla niektorych jader
w czasteczce, obserwuje si¢ wiele sygnalow. Liczba konformerow bedzie zalezata od
symetrii molekularnej: trzy konformery dla symetrycznie dipodstawionych triazyn

(Schemat 32, B) i1 cztery konformacje dla trojpodstawionych (Schemat 32, C).
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Schemat 32. Struktury rezonansowe dla aminopodstawionych triazyn (A). Roéwnowagi
konformacyjne wynikajace z obrotow pojedynczych wigzan aminowo-

triazynowych di- (B) i triamino- (C) podstawionych triazyn [173].
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III WYNIKI I DYSKUSJA

1 Synteza 4-N-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny

Prace w celu odkrycia lekéw przeciwnowotworowych prowadzone w IChB PAN
skierowaty zainteresowanie zespotow profesora J. Barciszewskiego 1 profesora
W. T. Markiewicza na poszukiwania nowych, nietoksycznych inhibitoréw DNMT]I.
Wczesniejsze badania [75] wskazaly na dwa zwiazki: 4-N-furfurylocytozyne (13),
(Rysunek 10) i 5-aza-4-N-furfurylo-5,6-dihydrocytozyne¢ (33), (Rysunek 10). Wyniki
badan statych inhibicji metylotransferazy DNAI1, dla tych zwigzkow byty obiecujace
i zachecity mnie do otrzymania zwigzku, ktory bedzie taczyl cechy ich obydwu tj.
posiadat wigzanie podwdjne migdzy atomami 5 1 6 oraz atom azotu w pozycji 5 (99),

(Rysunek 10).

A P

Rysunek 10. Pochodne cytozyny o wilasciwoséciach inhibitorowych wzgledem DNMTI:
4-N-furfurylocytozyna ~ (13) -  K=70 uM, 5-aza-4-N-furfurylo-5,6-
dihydrocytozyna (33) — K;=0,7 uM oraz 5-aza-4-N-furfurylocytozyna (99).

Pierwsze proby syntezy S5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99) w IChB PAN
prowadzita dr Ewelina Adamska [174], wykonujac reakcj¢ zgodnie z ponizszym

schematem (Schemat 33).

Al g e L

(0)
100

Schemat 33. Synteza 5-aza-4-N-furfurylocytozyny opracowana przez dr Eweling Adamska.
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Otrzymata ona mieszaning dwoch produktow: 5-aza-4-N-furfurylo-5,6-dihydrocytozyne
(33) (ok. 60%) oraz tylko §ladowe ilo$ci 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99). Okazato sig,
ze zastosowany sposob redukcji NaBHs nie pozwalal zredukowaé selektywnie
wylacznie wigzania iminowego. W rezultacie zwigzek 99 nie zostat scharakteryzowany
ani spektralnie (NMR) ani pod wzgledem jego wtasciwosci biologicznych.

W ramach niniejszej rozprawy, rozpoczetam proby otrzymania zwigzku 99 inng
metoda. Realizacja tego celu, czyli synteza 5-aza-4-N-furfurylocytozyny, doprowadzita
mnie takze do poszerzenia spektrum zwigzkéw o pokrewnej budowie. Otrzymatam
takze inne 4-N-podstawione pochodne 5-azacytozyny. Uwaga wigkszosci badaczy
zainteresowanych ~ uktadem  5-azacytozyny,  jako szkieletem  zwigzkéw
przeciwnowotworowych 1 inhibitorow metylotransferaz DNA koncentruje si¢ na
nukleozydach, natomiast w mojej pracy skupitam si¢ na otrzymaniu pochodnych
wolnych nukleozasad.

Podczas kompletowania literatury natrafitam na dwie prace [137, 175]. Pierwsza
z nich, przytoczytam juz w cze$ci literaturowej niniejszej rozprawy (str. 42). Autorzy
tych prac opisujag otrzymywanie 4-amino-2-hydroksy-1,3,5-triazyny (Schemat 30,
str. 42) oraz 2,4-dihydroksy-1,3,5-triazyny (103, Schemat 34), w kilkuetapowej

syntezie, w ktorej jako substratu uzywaja chlorku cyjanuru (78).

jl\ f | )Oj{ | )Oi
N7\
)\ )\ CH OH )\ )\ H,, Pd/C )\ ) /L )
NaHCO; (CoHs);N —
H;CO H;CO

Schemat 34. Otrzymywanie 2,4-dihydroksy-1,3,5-triazyny [175].

Wzorujac si¢ na reakcjach Flamenta i innych [137, 175] opracowalam cztery
etapy syntezy (Schemat 35), w ktorej jako substratu takze uzytam chlorku cyjanuru

(2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyny (78)).
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Schemat 35. Ogodlny schemat syntezy N-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny.

W pierwszym etapie otrzymatam 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne (102),
ktora zostata opisana przez Z. Kaminskiego jako odczynnik kondensujacy, stosowany
w syntezie estrow kwasow karboksylowych, bezwodnikéw kwasoéw karboksylowych,
amidéw oraz peptydow [176]. Zwigzek 102 w reakcji z aminami trzeciorzgdowymi
mozna przeksztatcic w czwartorzedowe sole N-triazynyloamoniowe, ktore takze
znajduja zastosowanie jako odczynniki kondensujace [177]. 2-chloro-4,6-dimetoksy-
1,3,5-triazyne stosuje si¢ rowniez w syntezie produktow dla przemystu
farmaceutycznego [178] oraz do produkcji przeciwutleniaczy [179, 180], herbicydow,
wybielaczy [181] i dodatkéw uszlachetniajacych polimery [182].

W  reakcji hydrodehalogenacji zwigzek 102 przeksztalcitam w  2,4-
dimetoksytriazyne (95). Nastepnie przeprowadzilam reakcje aminolizy stosujac trzy
aminy pierwszorzedowe oraz jedng amine drugorzgdowa. W koncowym etapie
ugrupowanie eterowe odpowiednich 4-N-podstawionych pochodnych 2-metoksytriazyn
poddatam hydrolizie, aby w efekcie uzyskac¢ 4-N-podstawione pochodne 5-azacytozyny
(87,90, 99, 107).
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1.1 Etap I - synteza 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny

Pierwsze proby otrzymania 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny (102)
prowadzitam korzystajac z procedury opisanej przez Dudleya i innych [183]. Byla to
reakcja chlorku cyjanuru z wodoroweglanem sodu w mieszaninie metanolu i wody.
Sposéb ten wymagal duzego zuzycia substratow 1 prowadzil do otrzymywania
pozadanego produktu z niska wydajnoscig (40%).

Aby obnizy¢ koszty syntezy oraz zwigkszy¢ wydajnos¢ poszukiwatam innego
sposobu przeprowadzenia tej reakcji. Skorzystalam z metody prof. Z. Kaminskiego
[184], ktora polega na dzialaniu metanolem na chlorek cyjanuru (78) w chloroformie
w temperaturze wrzenia, w obecnosci wodorowegglanu sodu jako akceptora
chlorowodoru. Reakcja prowadzona jest w ukladzie wielofazowym. W literaturze
opisane s3 sposoby otrzymywania mono- i dipodstawionych pochodnych 1,3,5-triazyn
zuzyciem N,N-dimetyloaniliny [185] 1lub kolidyny [186], jako akceptorow
chlorowodoru. Wada tych rozwiazan jest powstawanie (na drodze degradacji amin)
barwnych i trudnych do usunigcia produktéw ubocznych. Metoda prof. Z. Kaminskiego
pozwala uzyska¢ pochodne 1,3,5-triazyny z wysokimi wydajno$ciami (81-96%) przy
lepszym wykorzystaniu substratéw w stosunku do wczesniej znanych sposobow [183,
187, 188, 189, 190]. Ponadto, nie tworza si¢ zadne barwne zanieczyszczenia.

Chlorek cyjanuru jest szeroko stosowany w syntezie réznych zwigzkow
zawierajacych szkielet s-triazyny [191]. Atomy chloru s3 dobrymi grupami
opuszczajacymi, dlatego mozna je latwo zastagpi¢ odpowiednimi nukleofilami,
w reakcjach substytucji. Fakt ten, zwigksza uzyteczno$¢ tego taniego odczynnika do
otrzymywania mono-, di- i tréjpodstawionych pochodnych 1,3,5-triazyny. Podstawienie
atomow chloru mozna przeprowadzi¢ stopniowo, regulujac temperature. Obserwacje
wskazuja, ze monopodstawienie chloru zachodzi ponizej lub w 0°C, dipodstawienie
w temperaturze pokojowej 1 tripodstawienie powyzej 60°C (Schemat 36). Reakcje
podstawienia zalezag réwniez od struktury nukleofila, czynnikow sterycznych,
podstawnikéw juz obecnych w pierScieniu s-triazyny oraz rodzaju zastosowanego

rozpuszczalnika.
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Cl Nu! Nu! Nu!
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Schemat 36. Podstawienie atomow chloru w chlorku cyjanuru w zaleznos$ci od temperatury.

W ramach niniejsze] rozprawy przeprowadzitam reakcj¢ chlorku cyjanuru

z wodoroweglanem sodu, w mieszaninie metanolu i chloroformu (Schemat 37).

cl OCH;

)\ NaHCO3
_ MeOH NTUSN
PO N
=
H,CO N cl

78 102
Schemat 37. Synteza 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny.

Mieszaning intensywnie mieszalam 1 ogrzewalam. Za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej  obserwowalam  tworzenie  pochodnej  monometoksylowe;j
(2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyny — 79, RgmexE0acs:2)=0,61), ktdra nastepnie
ulegala przeksztalceniu w pochodng dimetoksylowa czyli pozadany produkt
(Rirex:E0Ac(5:2))=0,33). Uzycie nawet trojkrotnego nadmiaru wodoroweglanu sodu nie
doprowadzitlo do powstania 2,4,6-trimetoksy-1,3,5-triazyny. Obecno$¢ dwoch grup
metoksylowych w pozycjach C-2 1 C-4 pierScienia triazynowego obniza reaktywnos$¢
atomu chloru w pozycji C-6 w rekcjach substytucji nukleofilowej. Aby utatwic¢
oczyszczanie produktu, po zakonczeniu reakcji, powstaly osad zwirowatam, a przesacz
odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem. Obnizyto to tendencj¢ do tworzenia si¢
emulsji podczas ekstrakcji. Nastepnie przeprowadzitam ekstrakcje w uktadzie
chloroform-woda. Znajdujacy si¢ w warstwie organicznej produkt, finalnie,
oczyszczatam chromatograficznie. Strukture 102 potwierdzitam stosujac spektroskopie

magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz spektrometri¢ mas (MS).
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1.2 Etap II - synteza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny

Kolejnym krokiem czteroetapowej syntezy byla wymiana atomu chloru,
znajdujacego si¢ w pozycji C-2 pierScienia triazynowego, na atom wodoru. Bardzo
czesto do opisania szeregu procesOw obejmujacych reakcje wodoru czasteczkowego
bezkrytycznie 1 nieprecyzyjnie uzywa si¢ terminu hydrogenacja (uwodornienie).
Jednakze, zauwazy¢ nalezy, ze uwodornieniem okre$la si¢ dodanie wodoru (H,) do
wigzania wielokrotnego, natomiast proces, w ktorym dokonuje si¢ rozszczepienia
pojedynczego wigzania wegiel-wegiel lub wegiel-heteroatom, przez reakcj¢ z wodorem
nazywamy hydrogenolizag. W odniesieniu do procesu opisywanego w tym podrozdziale,
terminem najlepiej go okreslajacym, wydaje si¢ by¢ hydrodehalogenacja, czyli reakcja,
w ktorej, pod wplywem dzialania wodoru, rozszczepieniu ulega wigzanie wegiel-
halogen.

Podczas realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej prowadzilam liczne reakcje
w celu otrzymania 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny (95) wzorujac si¢ na redukcji wodorem
opisywanej przez Flamenta [175]. Jako substratu uzywatam 2-chloro-4,6,-dimetoksy-
1,3,5-triazyn¢ (102), ktéra otrzymatam w etapie 1. Ze wzgledu na ktopotliwg dla mnie
w IChB PAN dostgpnos¢ gazowego wodoru postanowitam zastosowac inny sposob,
ktéry pozwolitby mi go tatwo wygenerowa¢ w laboratorium.

Pierwsza proba otrzymania zwigzku 95 byla reakcja, w ktorej wodor
generowatam ,in situ” wykorzystujac borowodorek sodu (NaBHj). Uzytam
izopropanolu jako rozpuszczalnika oraz katalizatora palladowego (Pd/C). Otrzymatam
jeden produkt o znacznie wigkszej polarnosci od substratu. Okazato si¢, ze substrat
ulegt reakcji hydrolizy.

Nastepnie 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyn¢ (95) probowalam otrzymac stosujac,
podobnie jak wczesniej, NaBHy. Tym razem, uzylam tetrahydrofuranu (THF) jako
rozpuszczalnika, w obecnosci tetrametyloetylenodiaminy (TEMED) 1 katalizatora Pd/C.
Niestety i tym razem otrzymatam produkt reakcji hydrolizy.

Kolejng probe reakcji hydrodehalogenacji prowadzitam uzywajac gazowego
wodoru dostarczanego z duzego balona, dolaczonego do kolby reakcyjnej, dzigki
zyczliwo$ci laboratorium Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. Uzytam bezwodnego THF-u, jako rozpuszczalnika z dodatkiem bezwodne;j
trietyloaminy. Otrzymatam pozadany zwiazek jako gltéwny produkt o nieco wigkszej

mobilnosci chromatograficznej (TLC) od substratu (Remex-E0ac(1:1)=0,5). Jego strukture
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zbadatam za pomoca spektroskopii NMR, ktora potwierdzita obecnos¢ pozadanego
produktu reakcji hydrodehalogenacji — 95. Po oczyszczeniu chromatograficznym
osiggnegtam wydajnos¢ rowna 64%.

W nastepnej probie uzytam NaBHs oraz THF-u jako rozpuszczalnika,
w obecnosci tetrametyloetylenodiaminy (TEMED) 1 ferrocenowego katalizatora
palladowego PdCly(dppf) [192, 193]. Procedura ta prowadzita do powstawania
wielosktadnikowych mieszanin. Produkt pozadany otrzymatam z wydajnoscia 37%.

Najlepsze wydajnosci otrzymywatam prowadzac reakcje hydrodehalogenacji
(Schemat 38) z uzyciem wlasnorgcznie skonstruowanego zestawu do wygodnego

generowania wodoru z NaBHy oraz kwasu siarkowego (VI), (Rysunek 11),

wzorowanego na systemie opisanym przez Browna [194].

OCH, OCH,

H2 )\

Pd/C
NT NN FtN NTN
| E60 |
= =
H,CO N cl H,CO N H
102 95

Schemat 38. Synteza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny.
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Reakcje prowadzitam w obecnosci  bezwodnej trietyloaminy  (Et3;N)
w bezwodnym eterze dietylowym (Et,O) jako rozpuszczalniku [175, 195]. Eteru
dietylowego uzytam zamiast THF-u, w celu obnizenia kosztéw syntezy. Jako katalizator
zastosowatam Pd/C. Zaobserwowalam zwigkszenie szybkosci reakcji, gdy uzywatam
bardziej rozcienczonego roztworu substratu w Et,O i1 gdy stosowalam intensywne
mieszanie mieszaniny reakcyjnej podczas trwania syntezy. Dodatkowym krokiem, po
zakonczeniu reakcji byla konieczno$¢ przesaczenia mieszaniny reakcyjnej przez
drobnoziarnisty Celite® 577, w celu usunigcia stosowanego katalizatora. Produkt (95)
oczyszczalam na kolumnie chromatograficznej, a jego struktur¢ potwierdzitam

wykonujac widma NMR oraz MS.
1.3 Etap III - aminoliza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny
Trzecim etapem syntezy byla aminoliza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny (95),

(Schemat 39). Wykorzystalam cztery rézne aminy: trzy aminy pierwszorzedowe

(furfuryloaming, metyloaming, benzyloaming) 1 jedng amin¢ drugorzedowa

(dimetyloaming).
OCH; j\
N7 N RH I\|T SN
—_
)|\ Z HoH )\ Z
H;CO N H,CO N
95 96 R= H3C\N/CH3
A
CH;
104 R=HN~

A
105 R=HN/\©
A /
106 R=HN
e

Schemat 39. Aminoliza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny.

Reakcje prowadzitam w warunkach bezwodnych, uzywajac etanolu jako

rozpuszczalnika, w temperaturze pokojowej i w czasie zaleznym od uzytej aminy [129].
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Najdluzszy czas reakcji obserwowatam w przypadku furfuryloaminy i benzyloaminy,
a najkrotszy w przypadku metyloaminy. Szybko$¢ reakcji aminolizy jest skorelowana
z nukleofilowos$ciag amin, a ta z kolei dobrze koreluje z ich zasadowoscig. State
kwasowosci (pK,) w przypadku benzyloaminy i furfuryloaminy wynosza odpowiednio
9,34 1 8,89, a zatem sg one stabszymi zasadami niz metyloamina i dimetyloamina (pK,
odpowiednio 10,66 i 10,73). Mimo, iz dimetyloamina jest nieco lepsza zasada niz
metyloamina, to charakteryzowata si¢ dluzszym czasem reakcji na skutek wickszej
zawady sterycznej obnizajacej jej nukleofilowos¢. Tabela 3 zawiera zestawienie

wydajnosci 1 czasoéw reakcji, a takze wartosci pK, dla poszczegdlnych amin.

Tabela 3. Zestawienie statych kwasowosci, czasow reakcji 1 ich wydajnosci dla kazdej

z uzytych amin.

NAZWA CZAS . -

AMINY PK. REAKCJ1 | WYDAJNOSC
metyloamina 10,66 2h 98%
benzyloamina 9,34 24 h 97%
furfuryloamina 8,89 24 h 93%
dimetyloamina 10,73 24 h 96%

Produkty 96 oraz 104-106 oczyszczatam na kolumnie chromatograficznej, a ich
struktury potwierdzitam wykonujac analizy NMR oraz MS. Analiz¢ widm NMR
omowie w podrozdziale I116.

Podjetam  rowniez  proébg  przeprowadzenia - reakcji  zwigzku 95
z diizopropyloaming, ale pomimo dlugiego czasu prowadzenia eksperymentu, nie
zaobserwowalam jakichkolwiek objawow reakcji. Diizopropyloamina charakteryzuje
si¢ najwickszg zasadowoscig sposrod wszystkich stosowanych w tym etapie amin
(pK.=11,07), jednak jest tez aming o bardzo rozgal¢zionej budowie, obnizajacej jej

nukleofilowos$¢, ktora jest istotna w przebiegu reakcji aminolizy.
1.4 Etap IV — odmetylowanie zwigzkow otrzymanych w etapie I11
Czwartym etapem opracowanej przeze mnie syntezy byla reakcja

odmetylowania, ktorg finalnie przeprowadzilam trzema réznymi sposobami (Schemat

40).
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Schemat 40. Sposoby rozszczepienia grupy metoksylowe;.

Pierwsze proby rozszczepienia grupy metoksylowej rozpoczgtam od hydrolizy
eteru  w  warunkach  kwasowych (przeprowadzitam reakcje z kwasem
chlorowodorowym), wzorujac si¢ na reakcji prowadzonej przez Flamenta i innych
[175]. Dziataniu stezonego HCIl poddatam wszystkie zwigzki otrzymane w etapie III
(96, 104-106). W przypadkach, gdy zwiazek w pozycji czwartej pierScienia
triazynowego zawierat podstawnik dimetylo- (96), metylo- (104) lub benzyloaminowy
(106) otrzymatam pozadane produkty (87, 90, 107). Natomiast, w przypadku
4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny (105) nie udalo mi si¢ przeprowadzi¢ tej
reakcji, poniewaz w warunkach kwasowych pierScien furanowy ulegal rozpadowi.
Podjetam probe uzycia kwasu chlorowodorowego o mniejszym stezeniu, jednakze efekt
byt taki sam, dlatego musiatam opracowaé inng metode, pozwalajaca na odmetylowanie
w tagodniejszych warunkach, prowadzaca do uzyskania wszystkich oczekiwanych
zwiazkow.

Odpowiednim sposobem okazata si¢ pojawiajaca si¢ w literaturze reakcja
z generowanym ,,in situ” jodotrimetylosilanem ((CHj3)5Sil) [196]. Jodek trimetylosililu
otrzymywatam z chlorku trimetylosililu i jodku sodu. Dziataniu tej mieszaniny
poddalam 4-amino-2-metoksy pochodne 1,3,5-triazyny (96, 104-106). Reakcja ta,
prowadzita do powstania 4-N-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny (87, 90, 99,

59



Wyniki i dyskusja

107) we wszystkich czterech przypadkach. Podczas tego eksperymentu musialam
przyktada¢ duza wage do temperatury oraz czasu, w ktorych prowadzitam reakcje. Gdy
syntezy bieglty zbyt dlugo, w temperaturze powyzej 50°C otrzymywatam pochodna
N-metylowang, co potwierdzitam wykonujac widmo magnetycznego rezonansu
jadrowego. Nie zbadatam mechanizmu tej reakcji, jednakze obserwacje te, mozna
probowaé wyjasni¢ tym, iz powstajacy w reakcji odmetylowania produkt uboczny —
jodek metylu (CH3l) reaguje z powstajacym produktem, w konsekwencji prowadzac do
powstania pochodnej 5-azacytozyny zawierajacych grup¢ metylowa w pozycji N-1
[197]. Innym wyjasnieniem moze by¢ konkurencyjna reakcja przegrupowania substratu.
W celu podwyzszenia wydajnosci reakcji odmetylowania opracowatam jeszcze
inng metod¢ tej syntezy, w ktérej uzytam chlorotrimetylosilanu. Reakcj¢ prowadzitam
w warunkach bezwodnych, w acetonitrylu, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika.
We wszystkich czterech przypadkach otrzymatam oczekiwane produkty (87, 90, 99,
107), bez powstajacej dodatkowo pochodnej N-metylowanej. Dodatkowym atutem byt
fakt, iz w reakcji tej nie stosowalam warunkow heterogenicznych, co uproscito calg
procedure.  Zaskakujaca  skuteczno$¢ odmetylowania za pomoca TMSCI
zaobserwowana w niniejszej reakcji stata si¢ dla mnie inspiracjag do przeprowadzenia
badan, ktére zostang omowione w pozniejszych rozdziatach niniejszej rozprawy.
Poréwnujac trzy opisane wyzej sposoby nie stwierdzilam znaczacych réznic

wydajnosci otrzymywanych produktow (Tabela 4).

Tabela 4. Zestawienie wynikow reakcji odmetylowania w zalezno$ci od uzytej metody.

R HN/\EO> HN/CH3 HT'\I/\© H3C\N/CH3

LWL s

Metoda | wydajnos¢ - 96% 94% 95%
A czas reakcji 24 h 24 h 24 h 24 h
Metoda wydajnosé 84% 85% 86% 84%
B czas reakcji 6h 6h 6h 6h
Metoda wydajnosé 93% 88% 91% 89%
C czas reakcji 6h 6h 6h 6h

Sposdb pierwszy (metoda A), w ktorym uzytam kwasu chlorowodorowego, pozwolit na
uzyskanie oczekiwanych zwiazkdéw z nieco wyzszymi wydajnosciami niz w dwodch

pozostatych wariantach, jednak nie umozliwial otrzymania wszystkich pochodnych.
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Zastosowanie chlorotrimetylosilanu (metoda C) wydaje si¢ by¢ lepsze, poniewaz
pozwala uzyska¢ wszystkie produkty, w krotkim czasie, a ich izolacja jest najprostsza.

Zwiazki 87, 90, 99 oraz 107 oczyszczalam chromatograficznie, a ich struktury
potwierdzitam za pomocg analiz NMR oraz MS. Analiz¢ widm NMR przedstawi¢
w podrozdziale I116.

2 Synteza pochodnych 5-azacytozyny zawierajacych
podstawnik w pozycji N-1

Opublikowano wiele doniesien literaturowych wykazujacych podatnos¢
nukleozydoéw 5-azacytozynowych na degradacje hydrolityczng [198] (Schemat 41).
Stad pytanie o trwatos¢ 5-azacytozyn, ktore charakteryzuja si¢ niska toksycznoscia

w porownaniu z nukleozydami, byto jednym z zasadnych.

NH, NH,
25% NH4OH, dioksan, metanol /l\

PN
N JI 1:1:1 (v/v/v) _ )N\
CH 0 N CH 0 NH

Sl/ 0 YSl/

O

\ _ \ O
H3C\( YCH3 ch\( YCHz

CH; HiC 108 CH; H;C 109

NH,

jasy

Schemat 41. Degradacja hydrolityczna nukleozydu [198].

Podjetam proby zbadania trwato$ci w warunkach zasadowych, 4-furfuryloamino-2-
metoksy-1,3,5-triazyny (105) oraz 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99), ktore otrzymatam
w ramach przygotowywania tej rozprawy doktorskiej. Pochodne te poddatam dziataniu
25% wody amoniakalnej w mieszaninie dioksanu 1 metanolu w stosunku
objetosciowym 1:1:1, a nastgpnie po uptywie 24 h i 48 h wykonatam analizy TLC oraz
MS. Okazato si¢, ze obydwa wyzej wymienione zwigzki sg stabilne hydrolitycznie, co
dobrze rokuje ich przysztej przydatnosci w technologii indukowanych komoérek

macierzystych i-PSC. Nieoczekiwana 1 wcze$niej nieopisana w literaturze stabilnos¢
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wymagata wyjasnienia, dlatego rozpoczetam dziatania majgce doprowadzi¢ do
otrzymania serii pochodnych 5-azacytozyny z réznymi podstawnikami w pozycji N-1
1 N-4. Prowadzac reakcje 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99) i 5-azacytozyny (59)
z odpowiednimi halogenkami organicznymi, w obecnosci wodorku sodu, otrzymatam
cztery pochodne 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (110-113) oraz analogiczne cztery
pochodne 5-azacytozyny (114-117) (Schemat 42).

R! R!
)\ R%X )\
N N NaH N N
Jo L
0 Ir A 0 I|\I
H R?
Rl= R2= X=
0
110 HT \ ) E_C]‘h I
[Vavavay

111 HATPA@ 3/\© Br
112 ij/\ﬁ) é\/O\CH3 Br, Cl
0

HN O.
[VaVaVal

114 THz §—CH3 I
[VaVaVal

115 I|\IH2 5 Br
[VaVaVal

T N
[VaVavy) 3

117 NH, 0
| g/\/ \CH3 Bl", Cl
[VaVaVal

Schemat 42. Synteza pochodnych 5-aza-4-N-furfurylocytozyny i 5-azacytozyny zawierajacych
podstawnik w pozycji N-1.

Ponadto, chcac uzyska¢ pochodng o budowie zblizonej do nukleozydu, otrzymatam
5-aza-1-(tetrahydro-2H-piran-2-ylo)cytozyne (122) poddajac 5-azacytozyng (59)
dziataniu octanu tetrahydro-2H-piran-2-ylu (121), w obecnosci BSA i triflatu
trimetylosililowego (Schemat 44) [199]. Zwiazek 121 otrzymalam w wyniku reakcji
kwasu octowego (118) z 3,4-dihydro-2H-piranem (119) (Schemat 43) [199].
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Schemat 43. Otrzymywanie octanu tetrahydro-2H-piran-2-ylu.
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Schemat 44. Otrzymywanie 5-aza-1-(tetrahydro-2H-piran-2-ylo)cytozyny.

Niestety, nie udato mi si¢ uzyska¢ analogicznej tetrahydropiranylowej pochodnej 5-aza-
4-N-furfurylocytozyny. Wszelkie proby otrzymania tego zwiazku konczyly sig
niepowodzeniem, poniewaz pierscien furanowy ulegatl degradacji w obecnosci triflatu
trimetylosililowego, jako silnego kwasu Lewisa.

Aby modc poroéwnac stabilno$¢ hydrolityczng 4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-
triazyny (105) i 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99) otrzymalam analogiczne pochodne
S-azacytozyny niezawierajace podstawnika w pozycji N-4: 4-amino-2-metoksy-1,3,5-
triazyne (82) 1 S5-azacytozyne (59). Obydwa te zwigzki uzyskatam podczas prob
sprawdzajacych dziatanie chlorotrimetylosilanu jako odczynnika odmetylowujacego, co
zostanie opisane w rozdziatach 1114 oraz V8.2.

Wszystkie wyzej wymienione zwigzki  oczyszczatam  wykorzystujac
preparatywng chromatografie cienkowarstwowa, a ich struktury potwierdzitam za

pomoca analiz NMR i MS. Widma NMR omowi¢ w podrozdziale I116.
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3 Badanie trwalosci pochodnych 5-azacytozyny
i 4-N-furfurylo-5-azacytozyny zawierajacych podstawnik

w pozycji N-1 w warunkach zasadowych

Trwatos¢ w warunkach zasadowych badatam dla trzynastu pochodnych
opisywanych w poprzednim podrozdziale. Pierwsza grupe zwiazkow stanowity
4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna (105) oraz 5-aza-4-N-furufrylocytozyna
(99) 1 jej pochodne (110-113), druga natomiast, 4-amino-2-metoksy-1,3,5-triazyna (82)
oraz 5-azacytozyna (59) i jej pochodne (114-117, 122). Wszystkie te zwigzki poddatam

dziataniu wody amoniakalnej w mieszaninie 1,4-dioksanu i metanolu (Schemat 45).

R! R!
)\ 25% NH4OH, dioksan, metanol )\
N J\I 1:1:1 (v/vIv) _ N NH,
O TTI O TTIH
110-117, 122 123-131

R'= NH, , HN

IV VO

¥ O g i~ )

Schemat 45. Badania trwato$ci pochodnych 5-azacytozyny i 4-N-furfurylo pochodnych
S-azacytozyny zawierajacych podstawnik w pozycji N-1, w warunkach

zasadowych.

Postep reakcji kontrolowalam za pomoca spektrometrii mas, ktéra nie pozwala
na analize ilosciowa, jednakze umozliwila mi ona zaobserwowanie sygnatow
pochodzacych od produktu reakcji hydrolizy. Ze wzgledu na zmniejszenie si¢
wspotczynnika ekstynkcji produktu hydrolizy nie bylo to mozliwe przy stosowaniu
detekcji ptytki TLC promieniami UV.

Zjawisko trwalo$ci wymienionych pochodnych nalezatoby zbada¢ w przysztosci
doktadniej, prowadzac badania kinetyki reakcji, jednakze wykonane przeze mnie

eksperymenty pozwolity na stwierdzenie, iz podatno$¢ hydrolityczna jest zalezna od
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rodzaju 1 struktury podstawnika N-1. Calkowitg stabilno§¢ wykazaly nastepujace
zwiazki: 82 (Rysunek 12) i 105 (Rysunek 13), (pochodne 2-metoksy-1,3,5-triazyny —
niepodstawiona pozycja N-1) oraz 59 (Rysunek 14) i 99 (Rysunek 15), (pochodne
zawierajagce atom wodoru w pozycji N-1). Natomiast dla pozostalych zwigzkow
zaobserwowatam, ze stabilno$¢ maleje w szeregu: metyl (110 (Rysunek 16), 114
(Rysunek 17)), benzyl (111 (Rysunek 18), 115 (Rysunek 19)), metoksyetyl (113
(Rysunek 20), 117 (Rysunek 21)), metoksymetyl (112 (Rysunek 22), 116 (Rysunek
23)), tetrahydropiranyl (122 (Rysunek 24)).
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500000

NH,

400000

300000

200000~

100000

N/|N
HyC /K)
o N
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/

‘l !

T Y i T f T
5 150 175 200 225 250 275

T T
50 75

MS (ESI, pos.) m/z 127 [M+H]*, 168 [M+ACN+H]"

24h X
5000000 [1\/[+H:|Jr
4000000
3000000

2000000

1000000

N e

) r T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

MS (ESI, pos.) m/z 127 [M+H]*.

Rysunek 12. Widma masowe 4-amino-2-metoksy-1,3,5-triazyny.
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Rysunek 13. Widma masowe 4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny.
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Rysunek 14. Widma masowe 5-azacytozyny.
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Rysunek 15. Widma masowe 5-aza-4-N-furfurylocytozyny.
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Rysunek 16. Widma masowe 5-aza-4-N-furfurylo-1-metylocytozyny i 3-(N-furfuryloguanylo)-

I-metylomocznika.
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Rysunek 17. Widma masowe 5-aza-1-metylocytozyny i 3-guanylo-1-metylomocznika.
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Rysunek 18. Widma masowe 5-aza-1-benzylo-4-N-furfurylocytozyny i

furfuryloguanylo)mocznika.
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1-benzylo-3-(N-
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Rysunek 19. Widma masowe 5-aza-1-benzylocytozyny i 1-benzylo-3-guanylo-mocznika.
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Rysunek 20. Widma masowe 5-aza-4-N-furfurylo-1-(2-metoksyetylo)cytozyny i 3-(V-
furfuryloguanylo)-1-(2-metoksyetylo)mocznika.
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Rysunek 21. Widma masowe  5-aza-1-(2-metoksyetylo)cytozyny 1 3-guanylo-1-(2-
metoksyetylo)mocznika.
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Rysunek 24. Widma masowe 5-aza-1-(tetrahydro-2H-piran-2-ylo)cytozyny i 3-guanylo-1-
(tetrahydropiran-2-ylo)mocznika.
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Tabela 5 zawiera zestawienie czasOw polowiczne] przemiany (t;;) dla

pochodnych 5-azacytozyny zawierajacych podstawnik w pozycji N-1.

Tabela 5.

podstawnik w pozycji N-1.

Zestawienie czasow poéltrwania pochodnych 5-azacytozyny zawierajacych

NR ZWIAZKU | STRUKTURA ti
/Am ok. 106 h
110 [ 1 At
O)\T) (4,4 dnia)
10
J ok.39h
111 ™ (1,6 dnia)
112 A <3h
>
I
Py ok.32h
113 J (1,3 dnia)
A
114 Py ok. 18 h
-
N)\ZN
|
115 A ok. 8,4 h
N)\:I\'
116 A <3h
0)
|
N)\zN
|
17 Py ok. 36 h
H (1,5 dnia)
.\')\:N
|
122 OA\N) < 3 h
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Dla zwiagzkow 110, 111, 113-115, 117 czasy te zgrubnie oszacowatam na
podstawie stosunku sygnaléw pochodzacych od substratow i produktow. Natomiast dla
zwigzkow 112, 116, 122, dla ktérych po uplywie 24 h obserwowatam tylko sygnaty
pochodzace od produktow degradacji hydrolitycznej, szacowanie czasu potowicznej
przemiany opartam na zatozeniu, ze podczas trwania reakcji min¢lo co najmniej osiem
okresoOw pottrwania. Wyniki te obarczone sg duzym bledem, jednakze pozwolily mi
zaobserwowacé, ze zastgpienie atomu wodoru w pozycji N-1 pierscienia triazynowego
innym podstawnikiem wptywa na zmniejszenie stabilno$ci hydrolitycznej omawianych
pochodnych w szeregu: metyl, benzyl, metoksyetyl, metoksymetyl, tetrahydropiranyl az
do opisanych w literaturze rybo- Ilub 2’-deoksyrybofuranozylu. Ponadto,
zaobserwowalam réwniez wplyw podstawnika furfurylowego na zwigkszenie
stabilno$ci hydrolitycznej dla zwigzkow zawierajacych w pozycji N-1 grupy metylowa
lub benzylowa.

Wedlug doniesien literaturowych [135, 200, 201] hydroliza 5-aza-2’-
deoksycytydyny i 5-azacytydyny w alkalicznym roztworze 1 wodzie powoduje otwarcie
pier§cienia triazynowego miedzy atomem wegla C-6 1 atomem azotu N-1
z wytworzeniem nietrwalej pochodnej N-formylowej, ktora nastepnie, tracac grupe
formylowa, prowadzi do powstania odpowiednio 1-B-D-2’-deoksyrybofuranozylo-3-

guanylomocznika lub 1-B-D-rybofuranozylo-3-guanylomocznika (Schemat 46).

NH, NH, NH, NH,
A PN
= AN Al 7
N N N N N NHCH N NH,
| H,0 H,0
)\ )\ )\ )\ - HCOOH
O N O N OH O NH O NH
HO o HO o HO o HO o
I3 H 3! H I3 H I3 H
H H H H H H H H
OH R L OH R ] OH R OH R

R=H, OH

Schemat 46. Hydroliza 5-aza-2’-deoksycytydyny i1 5-azacytydyny roztworze alkalicznym lub

w wodzie.

Hydroliza tych zwigzkéw przebiega analogicznie do hydrolizy 5-azauracylu, dla
ktorego obliczenia kwantowo-mechaniczne [202, 203] wykazaly niskg gestosé
elektronow m w pozycji 6 pier§cienia, co skutkuje wysoka reaktywnoscig tego potozenia
wzgledem jondéw hydroksylowych. Gegstos¢ elektronowa w pozycji C-6 5-azacytozyny
jest nieco wyzsza niz w przypadku 5-azauracylu, ale znacznie nizsza niz w cytozynie.
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Szybkos¢ hydrolizy 5-azacytydyny jest porownywalna z szybkoscig rozktadu
5-azauracylu. Mozna oczekiwaé, analogicznie do pochodnych S5-azauracylu, ze
podstawienie D-ryboza powoduje wzrost szybkosci hydrolizy. R6zne warto$ci szybkosci
hydrolitycznych réznych pochodnych 5-azauracylu i 5-azacytozyny sa zatem zgodne
z istotnie niskg gestoscig elektronow m. Mozna by przypuszczaé, ze to wysoce
elektroujemny tlen, znajdujacy si¢ w pierScieniu rybozy powoduje wzrost szybkos$ci
hydrolizy, co potwierdzatoby obserwacje opisywane w tym rozdziale. Zwiazki
zawierajace atom tlenu w podstawniku przy atomie azotu N-1 pier$cienia triazynowego
(112, 113, 116, 117, 122) byly zdecydowanie mniej stabilne niz te, w ktdrych ten atom

nie wystepowat.

4 Odmetylowanie zwigzkow przy uzyciu

chlorotrimetylosilanu

Skuteczno$¢ chlorotrimetylosilanu (TMSCI), jako odczynnika stosowanego
w reakcji odmetylowania pochodnych 1,3,5-triazyny, sktonita mnie do tego by
sprawdzi¢, czy bedzie on tak samo efektywny, w zwigzkach heterocyklicznych
zawierajacych inng liczbe atomoéw azotu. Chcialam sprawdzi¢ jego dziatanie
w reakcjach ze zwigzkami, ktére w pierScieniu zawieraja trzy, dwa lub jeden atom
azotu, a takze dla pochodnej nie zawierajacej tego atomu. Najpierw jednak,
prowadzitam syntezy w celu otrzymania pozadanych zwiazkow, ktére nastepnie
poddatam reakcjom z chlorotrimetylosilanem.

2,4-dimetoksytriazyng¢ (95) otrzymatam w reakcji hydrodehalogenacji 2-chloro-
2,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny, co opisalam w rozdzialach III1.2 oraz V5.2. Drugim
zwigzkiem, zawierajacym trzy atomy azotu w pierscieniu byla 4-amino-2-metoksy-
1,3,5-triazyna (82), ktérg uzyskatam poddajac pochodng 95 dziataniu wody

amoniakalnej w etanolu (Schemat 47).

)Oi}h )Niz
NTX™N NTX™N
| NH,OH |
——
/k ) C,Hs0H )\ )
H;CO N H5CO N
95 82

Schemat 47. Otrzymywanie 4-amino-2-metoksy-1,3,5-triazyny.
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Aby otrzymaé, zawierajaca dwa atomy azotu w  pierScieniu,
2,4-dimetoksypirymidyne (133) przeprowadzilam dwuetapowa syntez¢ (Schemat 48),
w ktorej jako substratu uzytam uracylu (3). Reakcja tego zwigzku z trichlorkiem
fosforylu prowadzita do otrzymania 2,4-dichloropirymidyny (132), ktora nastepnie
poddana reakcji z metanolanem sodu w metanolu pozwolita mi uzyska¢ oczekiwany

produkt (133).

OCHj

POC]
_CHyONa__
)\ CII-;OII /K

HCO

Schemat 48. Otrzymywanie 2,4-dimetyoksypirymidyny.

Zwiazki zawierajace jeden atom azotu (2-metoksypirydyna (134)) oraz
nieposiadajagcego go w swojej strukturze (anizol (135)) sa dostgpne handlowo.
Wykorzystatam  zwigzki  firmy  Sigma-Aldrich. Kiedy zakonczytam etap
przygotowywania reagentow, wszystkie pie¢ zwigzkow wymienionych wyzej (82, 95,

133-135) poddatam dziataniu TMSCI w acetonitrylu (Schemat 49).

R! o) R2

x I

X2 (CH );SiCl 1ub
)\ CI I3CN )\ ) )\ )

N

H
82 59
R'=NH, R?=NH,
X!=X?=X*=N X3=X°=N
95 136
R'=CH;0 X4=N
X!=x2=X’=N
133 3
R'=CH;0 xt=C
X!=X?=N
X3=C
134 137
R'=H R%=H
X!=N X3=X%=C
X=X=C

Schemat 49. Odmetylowanie zwiazkow przy uzyciu chlorotrimetylosilanu.
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Mozna przypuszcza¢, ze mechanizm reakcji odmetylowania przy uzyciu
chlorotrimetylosilanu, jest podobny do przedstawionego przez Junga i Lystera [204,

205] (Rysunek 25).

Ti(CH3)3
R/O\R1 + (CHy)SiCl =——= R/g\Rl —— ROSi(CHy); + RICI
Cl@ |H20
OCH, NH, OCH, ROH + ((CH3)3Si1),0
R= s s ) 5
a*N/ ‘z{kN/ a*N/ W %
R!=CH;

Rysunek 25. Reakcja odmetylowania przy zastosowaniu TMSCI.

Eter reaguje z chlorkiem trimetylosililu, w szybkim i odwracalnym etapie
z wytworzeniem sililowanego chlorku oksoniowego, ktory nastepnie moze przeksztatci¢
si¢ do odpowiedniego produktu w powolnym, nieodwracalnym procesie zgodnie
z mechanizmem Syl lub Sx2. Alternatywnie mozna rozwazy¢ udziat atomu N-1
pierscienia pirymidynowego lub »ataku”

pirydynowego, triazynowego w

nukleofilowym na atom krzemu chlorotrimetylosilanu. Obliczenia kwantowo-
mechaniczne przeprowadzone z wykorzystaniem pakietu ORCA 4.2.1 [206, 207]
wykazuja wigksza trwatos¢ produktéw oksoniowych wzgledem amoniowych (Tabela

6).

Tabela 6. Zestawienie energii swobodnych dla kationow oksoniowych i amoniowych.

ROZNICA
ENERGIA ENERGIA
ENERGII
SWOBODNA | SWOBODNA
NAZWA I NR ZWIAZKU . . SWOBODNYCH
TMSO TMSN . .
TMSO" i TMSN
[kcal/mol] [kcal/mol]
[kcal/mol]
2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyna (95) | -575341,1296 -575360,32 19,1904516
2,4-dimetoksypirymidyna (133) -565289,644 -565314,7318 25,08772313
2-metoksypirydyna (134) -483518,1285 -483541,0832 22,95471167
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Energia swobodna kationéw oksoniowych wzgledem amoniowych jest wigksza o okoto
19,2; 25,1 1 23,0 kcal/mol odpowiednio dla 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny (95),
2,4-dimetoksypirymidyny (133) i 2-metoksypirydyny (134).

W ponizszej tabeli przedstawitam zestawienie czasow reakcji i ich wydajno$ci

w zaleznosci od uzytego substratu.

Tabela 7. Zestawienie czasow reakcji 1 wydajnosci dla poszczegdlnych zwigzkow

roznigcych si¢ iloscig atomow azotu w pier§cieniu.

NH, OCH,; OCH,

Wz()li N|)\N I\i/KN I\i X /@ /@
Zwigzku H;CO N H,CO
cho/kN) cho/kN) H;CO)\N/
Numer 82 95 133 134 135
zwigzku
Czas 8 h 8 h 241 24h 24h
reakcji
Wydajnosé 79% 98% 80% 40% ;

Zwiazki zawierajace trzy atomy azotu w pierscieniu (82 i 95) dos¢ tatwo ulegly
reakcji odmetylowania. Reakcje, w obydwu przypadkach, trwaty 8 h, charakteryzowaty
si¢ wysokimi wydajno$ciami (79-98%) 1 pozwolily mi otrzyma¢ odpowiednio
S-azacytozyne (59) oraz 5-azauracyl (136). W przypadku, gdy w pierscieniu znajdowaty
si¢ dwa atomy azotu (133) wydajnos¢ reakcji odmetylowania byla rownie wysoka
(80%), jednakze czas wydluzyt si¢ do 24h. W reakcji tej, podobnie jak dla
2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny (95), odmetylowaniu uleglty obydwie grupy metoksylowe,
dzigki czemu otrzymatam uracyl (3). Zastosowanie 2-metoksypirydyny (134) prowadzi
do 2-pirydonu (137) z wydajnoscia 40% w ciagu 24 h, natomiast w przypadku anizolu
(135) nie zaobserwowalam zadnego postgpu reakc;ji.

Przyczyny roznic w reaktywnosci uzytych zwigzkoéw nalezatoby upatrywac
w tym, iz wg. Alberta [208] szeSciocztonowe zwigzki heterocykliczne mozna opisac
jako zwigzki z niedoborem elektronéow m. Obecno$¢ dodatkowego atomu azotu
w pierScieniu znacznie zwigksza niedobor tych elektrondow oraz wpltywa na

zmniejszenie zasadowosci.
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5 Synteza zwigzkow monoaminowych i diaminowych

Aby  poszerzy¢ spektrum  zwigzkéw  podjetam  proby  otrzymania
diaminopodstawionych ~ pochodnych 5-azacytozyny. Synteze tych zwigzkow
prowadzitam etapami, otrzymujac najpierw pochodne monoaminowe. Uzylam amin
stosowanych we wczesniejszych eksperymentach: metyloaming, furfuryloamine,
benzyloaming 1 dimetyloaming. Otrzymatam zwigzki o rdéznych kombinacjach

podstawnikow.

5.1 Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dimetoksy-1,3,5-

triazyny

Pierwsze proby syntez, ktore w dalszych etapach mialy prowadzi¢ do
otrzymania diaminopodstawionych pochodnych 5-azacytozyny rozpoczetam od
otrzymania pochodnych monoaminowych — 6-aminopodstawionych pochodnych
2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny. Jako substrat uzylam 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-
triazyne (102), ktorag poddatam reakcji z odpowiednig aming, w chlorku metylenu
(Schemat 50). Zastosowatam cztery, juz wczesniej wykorzystywane aminy. Reakcje te
charakteryzowaly si¢ bardzo dobrymi wydajnosciami (78-94%), czego przyczyny
nalezatoby upatrywaé w tym, ze anion chlorkowy (CI’) jest dobra grupa odchodzaca, co

utatwia atak odczynnika nukleofilowego jakim jest amina.

OCH,4 OCH,4

N7 SN RH INGEN

| geizeng |
= =
H,CO N cl H,CO N R
CH
102 138 R= HN™ °
e

139 R= HN
e

140 R= HN/\ﬁ>

e /

141 R= HiC( CHy

[VaVaVal

Schemat 50. Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny.
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Zaobserwowatam rozne czasy przereagowania substratu, w zaleznos$ci od uzytej aminy

(Tabela 8).

Tabela 8. Zestawienie reakcji 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny (102) z aminami.

NAZWA CZAS 7 -

AMINY REAKCJI WYDAJNOSC
metyloamina 2h 78%
benzyloamina 24 h 92%
furfuryloamina 24 h 94%
dimetyloamina 24h 91%

W przypadku metyloaminy eksperyment trwat 2 h, poniewaz jest ona dobrym
nukleofilem 1 silng zasada (pK,=10,66). Natomiast, gdy stosowatam pozostate aminy,
czas reakcji wydhuzyl si¢ do 24 h, co jest intuicyjne, poniewaz benzyloamina
1 furfuryloamina sg stabszymi nukleofilami i zasadami niz metyloamina, ponadto
charakteryzuje je wigksza zawada steryczna. Podobnie jak poprzednio, dimetyloamina
byla najmniej reaktywna. Reakcje prowadzilam w temperaturze pokojowej. Mozna
przypuszczaé, ze zastosowanie wyzszej temperatury mogloby przyspieszy¢ syntezy,
jednakze wymagatoby to zastosowania innego rozpuszczalnika niz zastosowany przeze
mnie chlorek metylenu.

Struktury wszystkich otrzymanych zwigzkéw potwierdzitam za pomocg widm
NMR oraz MS. Otrzymane pochodne poddatam reakcjom ponownej aminolizy, w celu
otrzymania pochodnych diaminowych, jednakze zakonczyly si¢ one niepowodzeniem.
Przyczyne braku reakcji nalezatoby upatrywaé w tym, iz grupa metoksylowa jest mniej
reaktywna niz anion chlorkowy. Sklonito mnie to do tego, by do syntez zwigzkow

monoaminowych zastosowac inny substrat, co opisatam w nast¢pnym rozdziale.

5.2 Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2-chloro-4-metoksy-
1,3,5-triazyny

Ze  wzgledu na  niepowodzenia  reakcji  ponownej  aminolizy
6-aminopodstawionych  pochodnych 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny, postanowitam
wykorzysta¢ inny substrat, 2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyne (79), ktory mogiby
w kolejnych etapach pozwoli¢ mi otrzyma¢ pochodne diaminowe. Najpierw jednak,

otrzymatam zwigzki monoaminowe: 6-aminopodstawione pochodne 2-chloro-4-
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metoksy-1,3,5-triazyny. Aby osiaggnac ten cel przeprowadzitam reakcje 2,4-dichloro-6-
metoksy-1,3,5-triazyny (79) z aminami (Schemat 51). Syntezy okazaty si¢ by¢ szybsze
niz te, opisywane w poprzednim podrozdziale. Ma to zwigzek z tym, iz zastosowany
substrat, w pozycji 2 pier§cienia triazynowego, zamiast grupy metoksylowej (CH30-),
zawiera atom chloru, ktory w reakcjach substytucji nukleofilowej wptywa na aktywacje
pierscienia.

Struktury wszystkich otrzymanych zwiazkoéw potwierdzitam za pomoca widm
magnetycznego rezonansu jadrowego, a wyniki tych analiz przedstawi¢ w podrozdziale

I116.

i )Cl\
N/KN RH N7 SN
| CH,CL,™ |
= =
H;CO N cl H;CO N R
CH
79 142 R=HN" °
A

145 R= HiCL | CHy

Schemat 51. Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyny.

5.3 Synteza 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-

triazny

W celu otrzymania 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-
triazyny o jednakowych podstawnikach aminowych zastosowatam reakcje 2,4-dichloro-
6-metoksy-1,3,5-triazyny (79) z odpowiednim nadmiarem danej aminy w chlorku

metylenu, w temperaturze pokojowej (Schemat 52).
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/k /k CHZCIZ )|\ )\
H;CO N R

79 146 R= HN

147 R= HN/\EO>
A /
148 R= HN
e

149 R= H3C\N/CH3

Schemat 52. Synteza 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-triazyny

o jednakowych podstawnikach aminowych.

Natomiast w celu otrzymania pochodnych o réznych podstawnikach aminowych
odpowiednie monoaminowe pochodne 2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyny otrzymane

wczesniej, poddatam ponownej aminolizie (Schemat 53).

Cl R?

N)\N R NJ\N
| CHanCly |
)\ )\ (CH2Cl )\ /]\
co N R! A H;CO N R!

CH
142-145 150 R'= HN” ° R2= HN
\f\lf\f‘ J\!/V‘
CH
151 R'= N ° R2= HN o
| )
[VaVaVal [VaVaVol

- _CHj
152 R'= HN

153 Rl= HN/\E> R2= m@
154 R'= HN/\E> RI=HiCL €

|
155 Rl= HN/\O R*= HsC (-1

|

Schemat 53. Synteza 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-triazyny

Rz— ch \ /CHg

o roznych podstawnikach aminowych.

81



Wyniki i dyskusja

Ze wzgledu na konieczno$¢ podgrzania mieszaniny reakcyjnej, jako rozpuszczalnik,
zastosowatam chlorek etylenu, ktorego temperatura wrzenia (83,4°C) jest wyzsza, niz
w przypadku uzywanego poprzednio chlorku metylenu.

Dla kazdego z otrzymanych zwigzkow wykonalam analizy NMR i MS. Analizg
widm NMR przedstawie w podrozdziale I116.

Wszystkie otrzymane w ramach niniejszego podrozdzialu zwigzki poddatam
nastepnie reakcjom odmetylowania, stosujac zardwno generowany ,,in situ’ jodek
trimetylosililu jak i chlorek trimetylosililu. Niestety, w Zzadnym wypadku nie udato mi
si¢ otrzymac oczekiwanych produktow. Mozna sadzi¢, ze dwa podstawniki aminowe
powoduja dezaktywacje pierscienia triazynowego, co utrudnia reakcj¢ odmetylowania.
Konieczne bylo zastosowanie innego substratu, ktory pozwolit otrzymaé¢ diaminowe

pochodne 5-azacytozyny, co bedzie opisane w kolejnych podrozdziatach.

5.4 Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dichloro-1,3,5-
triazyny

Innym, zastosowanym przeze mnie, substratem w celu otrzymania pochodnych
monoaminowych, ktére poddane dalszym syntezom pozwolity mi otrzymaé diaminowe
pochodne 5-azacytozyny jest 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyna (78), (chlorek cyjanuru).
Zwiazek ten, w reakcji z odpowiednig aming, w acetonitrylu, pozwolil otrzymac¢ cztery

rozne 6-aminopodstawione pochodne 2,4-dichloro-1,3,5-triazyny (Schemat 54).

Cl Cl

L e
AL e L

78 156 R= AN~

[VaVaVal

157 R=HIN
A

158 R= HN/\E)>
A /

159 R=H,C_ _CHs

[VavaVal

CH;

Schemat 54. Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dichloro-1,3,5-triazyny.
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Ze wzgledu na to, iz anion chloru jest dobra grupa odchodzacg oraz ze wzgledu
na to, ze obecno$¢ dwoch pozostalych atomoéw chloru podstawionych do pierScienia
triazynowego wptywa na jego aktywacje¢ w reakcjach substytucji nukleofilowej, reakcje
te trwaja stosunkowo krotko i prowadza do otrzymania oczekiwanych produktow
zniemal iloSciowymi wydajnosciami (96-97%). Struktury otrzymanych pochodnych
potwierdzitam za pomoca widm NMR, ktoérych analize przedstawi¢ w podrozdziale

I116.

5.5 Synteza 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-chloro-1,3,5-
triazyny

W celu otrzymania 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-chloro-1,3,5-
triazyny o jednakowych podstawnikach aminowych zastosowatam reakcje chlorku
cyjanuru (78) z odpowiednim nadmiarem danej aminy w acetonitrylu, w temperaturze

pokojowej (Schemat 55).

Cl R

A A
DO PSS

78 160 R= HN

161 R= HN
e

162 R= HN/\ﬁ>
e /

163 R= H3C\N/CH3

[VaVaVal

Schemat 55. Synteza  4,6-diaminopodstawionych  pochodnych  2-chloro-1,3,5-triazyny

o jednakowych podstawnikach aminowych.

Natomiast w celu otrzymania pochodnych o réznych podstawnikach
aminowych, podobnie, jak wczesniej, otrzymalam najpierw odpowiednie
monoaminowe pochodne 2.,4-dichloro-1,3,5-triazyny 1 poddalam je ponownej

aminolizie (Schemat 56). Reakcje te, na skutek wystepowania jednego podstawnika
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aminowego, dezaktywujacego pierScien triazynowy, trwaty dluzej (4h), niz te

opisywane w poprzednim podrozdziale.

Cl R?

| g |
)\ )\ CHLCh /K /k 1
N

R! Cl N R

CH
156-157 164 R'= HN” ° R2=HN
e A

CH
165 R'= N7

Cl

CH
166 R'= AN~ R2=H;C._ _CH;,

N
A
1— 0 2_

167 R!= HN \ R>=HN

A / Ao

0
168 Rl= HN R>=H;C._ _CH;
Ly N
[NaVaVal |

[SaVaval
169 Rl= HIII/\© Ri=H,C. CH;
[VaVaVal
A

Schemat 56. Synteza  4,6-diaminopodstawionych  pochodnych  2-chloro-1,3,5-triazyny

o roznych podstawnikach aminowych.

Analizujac  widma NMR, otrzymanych pochodnych, obserwowatam

wystepowanie rotamerii, co opisze¢ szczegdtowo w podrozdziale I116.

5.6 Synteza diaminopodstawionych pochodnych S-azacytozyny

Opisywane w poprzednim podrozdziale 4,6-diaminopodstawione pochodne
2-chloro-1,3,5-triazyny poddatam reakcjom hydrolizy przy uzyciu wodorotlenku
potasu, w mieszaninie dioksanu i wody (Schemat 57). Reakcje te pozwolity mi uzyskac
oczekiwane produkty z dobrymi wydajnosciami (78-85%). Struktury wszystkich
otrzymanych produktéw potwierdzitam stosujac spektroskopie magnetycznego
rezonansu jadrowego oraz spektrometri¢ mas. W trzech przypadkach zaobserwowatam
dla tych pochodnych wystepowanie rotamerow, co dokladnie opisze w kolejnym

podrozdziale (I116).
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Schemat 57. Synteza diaminopodstawionych pochodnych 5-azacytozyny.

6 Rotameria

Zahamowana rotacja wigzania C-N jest powszechnie obserwowana w amidach

[209].

.. H
)LT/

H

.07
- X H
)\Ng
|

H

Rysunek 26. Dwie struktury rezonansowe wigzania amidowego.
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W wyniku rezonansu elektronowego wigzanie wegiel-azot zyskuje czesciowo charakter
wiazania podwojnego (Rysunek 26), co jest przyczyna tego zjawiska.

Zahamowang rotacj¢ opisano takze dla aminowych pochodnych 1,3,5-triazyny

[210] (Rysunek 27).

xxﬂ) — x
] @J)

H;C
180

Rysunek 27. Dwie struktury rezonansowe 2-chloro-6-dietyloamino-4-(4-

karboksyfenylo)amino-1,3,5-triazyny (180).

Analiza "H-NMR w deuterowanym DMSO zwiazku 180 [210] wykazala, ze
dwie grupy etylowe ugrupowania dietyloaminowego nie s3 rOwnowazne, jak mozna by
przypuszczaé. Autorzy pracy zaobserwowali sygnaty od grup metylowych przy
przesunigciach 1,09 1 1,15 ppm jako dwa tryplety, a od grup metylenowych
podstawnikow etylowych natomiast w zakresie 3,50-3,53 ppm jako multiplet.
Z obserwacji tych wynika, ze dwie grupy etylowe znajduja si¢ w réznych otoczeniach
chemicznych. Fakt ten mozna przypisa¢ ograniczonemu obrotowi wokot wigzania
pomiedzy atomem wegla C-6 pier§cienia triazynowego a aminowym atomem azotu.
Autorzy tlumacza to zjawiskiem rezonansu, ktéry nadaje temu wigzaniu charakter
wigzania podwojnego (Rysunek 27). Roznica w przesunigciach chemicznych grup
etylowych wynika z r6znego potozenia chemicznego np. wzgledem grupy benzoilowe;.
Sygnaty od protonéw aromatycznych pojawiajg si¢ jako dwa dublety przy
przesuni¢ciach chemicznych 7,79 1 7,86 ppm. Sygnaly od protonow NH i1 OH
obserwowano odpowiednio przy 10,34 1 12,69 ppm.

Dla wielu otrzymanych przeze mnie zwigzkow, ktorych syntezg opisatam
wczesniej, zaobserwowatam w widmach NMR wystepowanie w temperaturze

pokojowej zjawiska rotamerii. Problem ten omawiam ponize;.
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Pierwsza grupe zwiazkow, ktére przeanalizuje stanowig aminowe pochodne
2-metoksy-1,3,5-triazyny (96, 104-106).

W widmach '"H NMR zwiazkow 104, 105, 106 przedstawionych na ponizszych
rysunkach (Rysunek 28, Rysunek 29, Rysunek 30) zaobserwowatam, ze sygnaty
pochodzace od danej grupy protonéw kazdorazowo pojawiaja si¢ dwukrotnie, co moim
zdaniem $wiadczy o obecno$ci rotamerdw. Analiza TLC natomiast wykazala, zZe
zwiagzki te sg jednorodne chromatograficznie w stosowanych przeze mnie warunkach
rozdziahu.

Jeden z rotameréw wystepuje w przewadze. Jest ona w przyblizeniu dwukrotna
dla pochodnych furfurylowej (105, Rysunek 29) i benzylowej (106, Rysunek 30). Dla
pochodnej monometylowej (104) rotamery wystepuja w stosunku 3:4 (Rysunek 28).
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Rysunek 28. Fragmenty widma 'H NMR 2-metoksy-4-metyloamino-1,3,5-triazyny (104)
w deuterowanym DMSO.
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Rysunek 29. Fragmenty widma 'H NMR 4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny (105)
w deuterowanym chloroformie.
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Rysunek 30. Fragmenty widma 'H NMR 4-benzyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny (106)

w deuterowanym chloroformie.
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W przypadku 4-benzyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny (106, Rysunek 30) nie
jest widoczny sygnat pochodzacy od grupy NH jednego z konformerow, jednakze
analizujac integracj¢ przypuszczam, ze zostal on przyslonigty przez multiplet
pochodzacy od protonéw aromatycznych.

Roéznice energii swobodnej rotamerow obliczone za pomocg pakietu ORCA
[211] dla roztworow zwigzkow 104, 105 i 106 w chloroformie sg najwigksze przy
obrocie 0 90° 1 wynosza odpowiednio 9,59; 25,02 1 26,50 kcal/mol.

W widmie 4-dimetyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny (96), (Rysunek 31) nie
obserwowatam dwukrotnie pojawiajacych si¢ sygnatow od danych grup protonow,
jednakze obecnos¢ dwoch singletéw (3,23 1 3,20 ppm) pochodzacych od kazdej z grup
metylowych przy aminowym atomie azotu w miejsce spodziewanego jednego, takze
jest dowodem na wystepowanie zjawiska rotamerii. Oznacza to, ze grupy metylowe
przy aminowym atomie azotu znajduja si¢ w rdéznych otoczeniach chemicznych.

Analiza TLC wykazatla, ze zwigzek ten jest jednorodny chromatograficznie.

*H NMR (400 MHz, CDC;) & 8 35 (s, 1H), 3.97 (s, 3H), 3.23 (s, 3H). 3.20 (s, 3H). 45000
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Rysunek 31. Fragmenty widma 'H NMR 4-dimetyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny (96)

w deuterowanym chloroformie.

&9



Wyniki i dyskusja

W wyniku rezonansu elektronowego (Rysunek 32) wigzanie migdzy atomem
wegla w pozycji czwartej pierscienia triazynowego a aminowym atomem azotu zyskuje
cze$ciowo charakter wigzania podwojnego. Przyczynia si¢ to do zahamowania obrotu
wokot tego wigzania. Roznice w przesunigciach sg najprawdopodobniej spowodowane
oddzialywaniem grupy metoksylowej w pozycji C-2 pier§cienia triazynowego na

odpowiednie podstawniki aminowe.

B 1 2 1 2 ]
R\N/R R\N/R
: i
~
S\ N No
HC /M ) H;C )|\ )
o N ) N

R'=H, CH;

— R/\@ | 3A©

Rysunek 32. Dwie struktury rezonansowe aminowych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-triazyny.

Kolejng grupe zwigzkéw stanowia 4-N-podstawione pochodne 5-azacytozyny
(87, 90, 99, 107). W przypadkach 5-aza-4-N-metylocytozyny (90) oraz 5-aza-4-N-
dimetylocytozyny (87) widma NMR sg porownywalne z analogicznymi pochodnymi
metoksylowymi odpowiednio 104 i 96. Analiza TLC wykazata, ze zwigzki te sg
jednorodne chromatograficznie. W widmie zwigzku 90 (Rysunek 33) zaobserwowatam
dwukrotne wystgpowanie sygnatow od danych grup protondéw. Dla przesuni¢é
pochodzacych od protonu w pozycji N-1 dla obydwu konformerow mylaca moze by¢
integracja, jednakze zdarza sie, iz ze wzgledu na szerokos¢ piku nie jest ona miarodajna.
W widmie zwigzku 87 (Rysunek 34) zaobserwowatam wystepowanie dwoch singletow
(3,13 1 3,02 ppm) pochodzacych od dwdch grup metylowych przy aminowym atomie
azotu. Swiadczy to o tym, ze podobnie jak dla opisanej wczesniej 4-dimetyloamino-2-
metoksy-1,3,5-triazyny, kazda z tych grup znajduje si¢ w innym otoczeniu
chemicznym, spowodowanym przez zahamowang rotacj¢. Bariera rotacji wokot
wigzania pomig¢dzy atomami C-4 1 N-4 jest wysoka. Rodznice energii swobodnej
rotamerow obliczone za pomocg pakietu ORCA [211] dla roztworéw zwigzkow 87 1 90
w DMSO s3 najwigksze przy obrocie o 90° i wynoszag odpowiednio 28,79
129,63 kcal/mol.
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*H NMR (500 MHz, DMSO) & 11.16 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 2.89 (d, /= 5.0 Hz, 3H).
IH NMR (500 MHz, DMSO) & 10.59 (s, 1H), 945 (s. 1H), 8.53 (s. 1H). 3.01 (d. J=4.0 Hz, 3H).
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Rysunek 33. Fragmenty widma 'H NMR 5-aza-4-N-metylocytozyny (90) w deuterowanym

DMSO.

HC._ _CH,

N 'H NMR. (500 MHz, DMSQ) 8 11.62 (s, 1H), 8.1 (s, 1H), 3.13 (s, 3H), 3.02 (s, 3H).

nE

1

o} NH

A (s)
11.62

T
+
<

—

B (s)
8.11

=
2

3.03{

a(s) EE
E'EIE >
H, .

~120000

~110000

~100000

90000

~80000

~70000

60000

~50000

40000

~30000

20000

-10000

-0

11.8511.8011.75 11.70 11.65 11.60 11.55 11.50 11.45 11.40 11.35 11.30

f1 (ppm)

8.15 8.10 8.05

3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90

10000

Rysunek 34. Fragmenty widma "H NMR 5-aza-4-N-dimetylocytozyny (87) w deuterowanym

DMSO.
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Inaczej natomiast przedstawiajg si¢ widma 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99)
oraz 5-aza-4-N-benzylocytozyny (107). We wstepie literaturowym wspominatam
o zjawisku tautomerii (II12.3). Na ponizszym rysunku (Rysunek 35) przedstawitam

enaminowg oraz iminowg formg¢ dla omawianych zwigzkow.

T Lo

HN N

AJ — A

ro ro
A A

O N O N
H H

[—

107 A 107 B

Rysunek 35. 5-aza-4-N-furfurylocytozyna: forma enaminowa (99 A), forma iminowa (99 B);

5-aza-4-N-benzylocytozyna: forma enaminowa (107 A), forma iminowa (107 B).

W widmach NMR jednorodnych chromatograficznie zwiazkow 99 1 107
(Rysunek 36 oraz Rysunek 37) zaobserwowalam dwukrotne wystgpowanie sygnatow
od danych grup protonéw. Jednakze w stosunku do omawianych wczeséniej 4-N-metylo-
i 4-N-dimetylo- pochodnych 5-azacytozyny wystepuja réznice w multipletowosci
niektorych  sygnatow. W  obydwu przypadkach dla grupy metylenowe;j
zaobserwowalam, iz sygnal dla jednego konformeru wystepuje w postaci dubletu
(sprzg¢zenie z protonem przy aminowym atomie azotu), natomiast dla drugiego
konformeru widoczny jest singlet, co mogtoby $wiadczy¢ o iminowej formie zwigzku.
Potwierdzeniem tej tezy moze by¢ ponadto to, iz tryplet pochodzacy od grupy NH
wystepuje w widmach jednokrotnie. Niestety zarowno dla pochodnej furfurylowej jak
1 benzylowej nie zaobserwowalam przesunigcia pochodzacego od protonu w pozycji
N-3 pierscienia triazynowego, ktory bytby dodatkowym potwierdzeniem wystepowania
formy iminowej. Na skutek tautomerii tworzy si¢ wigzanie podwdjne migdzy atomem
wegla C-4 a aminowym atomem azotu, co moze przyczyniac¢ si¢ do powstania bariery
rotacji i w konsekwencji w widmach NMR obserwowa¢ mozna obserwowaé rozne

konformery.
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o o e TH NAR (500 MHz, DMSO) 8 11.63 s, 1H), 834 (, J=6.1 Fe, 1), | 2000
)\ \ y | I } 8.05 (s, 1H), 7.62 — 749 m, 1H), 6.39 (dd, J=3.3, 1.9 Hz, 1H),
e Ay 6.25(d, J=3.2 Hz, 1H), 441 (d, J=5.9 Hz, 2H).
N N H N 'H NMR (500 MEz, DMSO) & 11.63 (s. IH), £ 18 (s. 1H), 40000
J | 7.62—7.49 (m, 1H), 639 (dd. J=33, 19 Hz, 1H),
0o” 0 622 (d,J=32 Hz, 1H), 4.48 (s, 2H).
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Rysunek 36. Fragmenty widma 'H NMR 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99) w deuterowanym

DMSO.
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Rysunek 37. Fragmenty widma 'H NMR 5-aza-4-N-benzylocytozyny (107) w deuterowanym

DMSO.

Dodatkowo dla zwiazkéw 99 i 107 wykonatam widma w temperaturze 90°C

(Rysunek 38 oraz Rysunek 39).
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o
AE) H NMR. (500 MHz, DMSO) § 11.01 (s, 1H), 8.24 — 7.81 (m, 2H),
= 751(d.J= 18 Hz, 1H). 6.38 (dd. /= 3.2, 1.9 Hz, 1H),

6.26 (d, J=3.2 Hz, 1H), 4.47 (s, 2H).
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Rysunek 38. Fragmenty widma '"H NMR 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99) w deuterowanym
DMSO w temperaturze 90°C.
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Rysunek 39. Fragmenty widma '"H NMR 5-aza-4-N-benzylocytozyny (107) w deuterowanym
DMSO w temperaturze 90°C.

W obydwu przypadkach, zaobserwowalam, ze w temperaturze 90°C sygnaty od
poszczegolnych grup protonow od dwoch form rotamerowych obserwowanych

w widmach wykonanych w temperaturze pokojowej zlaty si¢. Jest to obserwacja
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potwierdzajagca wystgpowanie rotameréw w temperaturze pokojowej, gdyz wyzsza
temperatura ulatwia obrot wokol wiazania. Stad zwiazek istnieje jako szybko
réwnowazgca si¢ mieszanina konformerow.

Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykonane dla zwigzkow 99 1 107
z wykorzystaniem pakietu ORCA [211] wskazujg, w obydwu przypadkach, na wigksza
stabilno$¢ konformeru, w ktéorym atom wodoru przy aminowym atomie azotu znajduje
si¢ po przeciwnej stronie w stosunku do atomu tlenu przy pierscieniu triazynowym (14,
Rysunek 40 oraz 14, Rysunek 41). Energie swobodne konformeréw 14 sa wyzsze od
energii konformeréw 1 o 0,67 kcal/mol dla 5-aza-4-N-furfurylocytozyny i 1,15 kcal/mol
dla 5-aza-4-N-benzylocytozyny.
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Rysunek 40. Rotamery 5-aza-4-N-furfurylocytozyny (99).
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Rysunek 41. Rotamery 5-aza-4-N-benzylocytozyny (107).

Dodatkowo dla omawianych pochodnych wykonatam widma 'H-'"N HMBC
NMR. Na podstawie ich analizy ze sporym prawdopodobienstwem moge stwierdzi¢, ze
obserwowane w widmach NMR sygnaly pochodza od rotameru 14 w obydwu
przypadkach. Rozumowanie to opieram na zatozeniu, ze stata sprz¢zenia proton-azot
przez trzy wigzania jest duza (> 5 Hz), gdy uktad atomoéw H-N-C-N jest w konformacji

trans, a mata (~< 2 Hz), gdy w konformacji cis, przez co dla konformacji cis sprzezenie
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nie jest widoczne w widmie HMBC. Dla zwigzku 99 zaobserwowatam sprzg¢zenia przez
dwa wigzania protonu H-6 (8,05 ppm) z dwoma atomami azotu (156 i 214 ppm). Na tej
podstawie stwierdzitam, ze sg to atomy azotu N-1 oraz N-5. Dla protonu znajdujacego
si¢ przy aminowym atomie azotu (8,34 ppm) zaobserwowalam sprzezenie przez jedno
wigzanie (100 ppm sprzezenie z aminowym atomem azotu) oraz przez trzy wigzania
zatomem azotu (194 ppm), co pozwolilo mi stwierdzi¢, Ze ten ostatni jest
najprawdopodobniej atomem azotu N-3 pierScienia triazynowego. Takie obserwacje
wskazuja, ze atom wodoru przy aminowym atomie azotu oraz atom azotu N-3 muszg
by¢ wzgledem siebie w konformacji trans, co $§wiadczy o tym, ze jest to rotamer 1A4.
W przypadku zwiazku 107 obserwacje w widmach 'H-""N HMBC sa analogiczne.
Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykonane przy uzyciu pakietu ORCA [212]
potwierdzaja wielkosci statych sprzezen dla omawianych pochodnych.

Energie swobodne zostalty wyliczone takze dla iminowych form zwiazkéw 99
1107. Analiza tych wynikéw wskazuje, 1z energie swobodne konformeréow 14
omawianych pochodnych sa wyzsze od form iminowych o 8,47 kcal/mol dla
5-aza-4-N-furfurylocytozyny i 9,02 kcal/mol dla 5-aza-4-N-benzylocytozyny.

Roéznice energii swobodnej rotameréow 14 dla roztworéow zwigzkéw 99 i 107
w DMSO s3 najwicksze przy obrocie o 90° 1 wynoszag odpowiednio 27,43
128,53 kcal/mol.

5-aza-4-N-furfurylocytozyng (99), ktorej otrzymanie byto jednym z glownych
celéw mojej rozprawy doktorskiej, poddatam krystalizacji z mieszaniny wody i acetonu
w stosunku 1:1 (v/v). Badania krystalografii rentgenowskiej zostaty wykonane przez
prof. dr hab. Wojciecha Rypniewskiego, kierownika Zakladu Struktury i Funkcji
Biomolekut IChB PAN. Struktur¢ zwigzku 99 ustalong metodami krystalograficznymi,

ktdra zostanie zgtoszona do bazy PBD, przedstawia Rysunek 42.

Rysunek 42. Struktura 5-aza-4-N-furfurylocytozyny ustalona metodami krystalograficznymi.
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Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykazaly, ze rotamer I zwigzku 99
(Rysunek 43) obliczony dla takiej konformacji jak stwierdzona za pomoca
krystalografii rentgenowskiej ma wigksza stabilno§¢. Tym nie mniej po
przeprowadzeniu obliczen dla rotameru 1A (powstalego poprzez obrét rotameru
10 180° wokot wigzania migdzy atomem wegla C-4 a aminowym atomem azotu,
Rysunek 44) okazato si¢, ze to rotamer IA4 jest nadal bardziej stabilny (energia

swobodna wigksza o 0,55 kcal/mol).
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Rysunek 43. Rotamer I 5-aza-4-N-furfurylocytozyny.
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Rysunek 44. Rotamer 14 5-aza-4-N-furfurylocytozyny.

Podsumowujac, moge z duza pewnoscig stwierdzi¢, ze w widmach NMR

zwigzkow 99 i 107 obserwuj¢ rotamery 14, natomiast rotamery I nie s3 widoczne, gdyz
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ulegaja przeksztalcaniu w formy iminowe omawianych zwigzkéw. Analiza
krystalograficzna 5-aza-4-N-furfurylocytozyny wykazata, ze taka sytuacja nie ma
miejsca w krysztale, w ktorym obecna jest tylko forma odpowiadajaca strukturze
rotameru 1.

Trzecia grupe zwiazkow, dla ktorych zaobserwowalam wystepowanie
rotameréw stanowia pochodne 5-azacytozyny zawierajace podstawnik przy atomie
azotu N-1 pierScienia triazynowego. Otrzymatam pi¢¢ pochodnych, ktore w pozycji C-4
zawieraty grupe NH, (114-117, 122) oraz cztery pochodne posiadajace w tym miejscu
podstawnik furfuryloaminowy (110-113). Obecno$¢ rotamerow obserwowalam
w widmach NMR jedynie dla 4-N-furfurylo pochodnych 5-azacytozyny zawierajacych
podstawnik w pozycji N-1. Podobnie jak we wczesniejszych przypadkach zwigzki te
byty chromatograficznie jednorodne. Obecno$¢ zjawiska rotamerii przykladowo

zilustrowaltam dla 5-aza-4-N-furfurylo-1-metylocytozyny (Rysunek 45).

k15000
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Rysunek 45. Fragmenty widma 'H NMR 5-aza-4-N-furfurylo-1-metylocytozyny (110).

Przyczyny zahamowanej rotacji 1 w tym przypadku nalezaloby upatrywac
w wigzaniu mi¢dzy atomem wegla C-4 a egzoaminowym atomem azotu, dla ktérego

bariera rotacji jest wysoka. Najprawdopodobniej, dla pochodnych, ktére w pozycji C-4
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zawieraja grupe NH,, rotameria tez wystepuje, jednakze moze mie¢ ona inny
mechanizm, niepozwalajacy rozrdézni¢ protondw w grupie aminowe;.

W przypadkach 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dimetoksy-1,3,5-
triazyny (138-141) oraz 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dichloro-1,3,5-triazyny
(156-159) w widmach NMR nie zaobserwowalam obecnos$ci rotamerow. Nalezy sadzié,
ze dla tych zwiazkoéw takze wystepuja, jednak ze wzgledu na symetri¢ tych czasteczek
przesunigcia sygnalow sg identyczne w widmach magnetycznego rezonansu jadrowego.

Nastepna grupa sa 6-aminopodstawione pochodne 2-chloro-4-metoksy-1,3,5-
triazyny (142-145). Zwiazki te, takze charakteryzuja si¢ tym iz na widmach NMR
widoczne sg dwukrotnie sygnaty pochodzace od danych grup protondéw (142-144) lub
w przypadku 2-chloro-6-dimetyloamino-4-metoksy-1,3,5-triazyny (145) wystepuja dwa
singlety (po jednym od kazdej z grup CH3 przy aminowym atomie azotu) w miejsce
spodziewanego jednego sygnalu. Kilkukrotnie dyskutowatam juz przyczyne
wystepowania zjawiska rotamerii. Przykladowo dla tej grupy zwigzkoéw przedstawiam

widmo 'H NMR 6-benzyloamino-2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyny (143)
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Rysunek 46. Fragmenty widma 'H NMR 6-benzyloamino-2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyny
(143).

Analizujgc widma NMR 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-
1,3,5-triazyny dla zwigzkow 148, 152-155 zaobserwowalam sygnaty pochodzace od
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dwoch rotamerdow, natomiast dla zwigzku 147 sygnaty $wiadczace o obecnosci trzech

rotameréw (Rysunek 47).
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Rysunek 47. Fragmenty widma 'H NMR 4,6-di(benzyloamino)-2-metoksy-1,3,5-triazyny

w deuterowanym DMSO.

Widma NMR zwigzkéw 146, 149, 150 oraz 151 nie wskazywaly na obecnos¢
rotamerdéw. Najprawdopodobniej dla tych zwigzkéw rotamery takze wystepuja jednakze
s nierozroznialne w widmach magnetycznego rezonansu jadrowego.

Przedostatnia grupa sa 4,6-diaminopodstawione pochodne 2-chloro-1,3,5-
triazyny. Dla zwigzkéw 165-169 zaobserwowatam sygnaty pochodzace od dwoch
rotameréw. Wszystkie te zwigzki sg pochodnymi o mieszanych podstawnikach
aminowych. Natomiast w przypadku zwigzkéw 161, 162 i 164 w widmach NMR
zaobserwowalam przesunigcia dla czterech rdéznych rotameréw. 4-benzyloamino-2-
chloro-6-metyloamino-1,3,5-triazyna posiada dwa roézne podstawniki aminowe
(metyloaminowy 1 benzyloaminowy), natomiast dwa nastgpne zwigzki maja
odpowiednio: dwa podstawniki benzyloaminowe i dwa podstawniki furfuryloaminowe.
Ponadto, aby uzyska¢ dodatkowe potwierdzenie, ze obserwowane sygnaty pochodza od

rotamerow, dla zwigzku 161, wykonatam dodatkowo widma NMR w temperaturze

95°C (Rysunek 48), na ktorych obserwowatam zlewanie si¢ sygnatéw dla danych grup
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protondw wczesniej obserwowanych rotamerdéw, poniewaz wyzsza temperatura

powoduje, iz obrot wokot wigzania jest swobodny.
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Rysunek 48. Fragmenty widm 'H NMR 2-chloro-4,6-di(benzyloamino)-1,3,5-triazyny
w deuterowanym DMSO, w temperaturach 20°C i 95°C.
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W przypadku zwigzkéw 160 1 163 w widmach nie obserwowatam dwukrotnego
wystepowania sygnatéw od danych grup protonéw. Najprawdopodobniej ze wzgledu na
symetri¢ tych pochodnych, dwa podstawniki metyloaminowe (160) i dwa podstawniki
dimetyloaminowe (163), przesuni¢cia sygnatéw s3 identyczne, 1 nierozroznialne
w widmach magnetycznego rezonansu jadrowego.

Dla trzech diaminopodstawionych pochodnych 5-azacytozyny obserwowatam
wystepowanie zjawiska rotamerii. W przypadku zwiazkéw 171 1 172 w widmach NMR
widoczne byly sygnaly od dwodch rotamerow. Sa to pochodne, ktére posiadaja dwa
jednakowe podstawniki odpowiednio benzyloaminowe i furfuryloaminowe. Natomiast
dla zwigzku 174, ktéry w swej budowie zawiera podstawniki metyloaminowy
1 benzyloaminowy, widoczne byly przesunigcia, wskazujace na trzy rézne konformery.
Wystepowanie rotamerow przykladowo przedstawitam dla 5-aza-4-N-benzylo-6-

benzyloaminocytozyny (171),
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Rysunek 49. Fragmenty widma 'H NMR 5-aza-4-N-benzylo-6-benzyloaminocytozyny (171)
w deuterowanym DMSO.

Dla pozostaltych diaminopodstawionych pochodnych 5-azacytozyny nie
zaobserwowatam  obecnosci  roznych  konformeré6w w  widmach NMR.
Najprawdopodobniej dla zwigzkow 170, 173, 175, 176, 178, 179 rotamery takze
wystepuja jednakze sa nierozréznialne w widmach magnetycznego rezonansu

jadrowego.
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IV PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W trakcie prowadzonych badan opracowatam i zoptymalizowatam nowg synteze
N-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny. Otrzymatam nastepujace zwiazki:
5-aza-4-N-metylocytozyne, 5-aza-4-N-furfurylocytozyne, S5-aza-4-N-benzylocytozyne
oraz 5-aza-4-N-dimetylocytozyne. Zwigzki te uzyskalam prowadzac czteroetapowsg
synteze, w ktorej, jako substratu, uzytam 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyne (chlorek
cyjanuru). Wydajnosci catkowite sa bardzo dobre i wynosza, w zalezno$ci od
podstawnika, 66-78%. Struktury wszystkich otrzymanych produktéw potwierdzitam
stosujac spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego oraz spektrometri¢ mas.

Przeprowadzitam badania pozwalajace okresli¢ trwato$¢ otrzymanych zwigzkow
a takze ich pochodnych zawierajacych rézne podstawniki w pozycji N-1 wobec wody
i srodowiska zasadowego. Dla pordéwnania przeprowadzilam réwniez proby dla
analogicznych pochodnych 5-azacytozyny (nie zawierajacej podstawnikow w pozycji
N-4). Eksperymenty te wykazaty, ze podatnos¢ hydrolityczna testowanych zwigzkow
jest zalezna od struktury i rodzaju podstawnika N-1. Stabilno$¢ maleje od catkowicie
trwatych: 4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyny, 5-aza-4-N-furfurylocytozyny,
4-amino-2-metoksy-1,3,5-triazyny oraz 5-azacytozyny, w szeregu: metyl, benzyl,
metoksyetyl, metoksymetyl, tetrahydropiranyl do rybo- i 2’-deoksyrybofuranozylu.
Stwierdzenie stabilno$ci nowo otrzymanej 5-aza-4-N-furfurylocytozyny jest obiecujace
dla mozliwego zastosowania jej w technologii indukowanych komérek macierzystych
i-PSC.

Skupitam uwage na przeprowadzeniu reakcji odmetylowania, poniewaz
stwierdzitam, iz proces ten zachodzi takze z udzialem chlorotrimetylosilanu (zamiast
stosowanego wczesniej jodotrimetylosilanu generowanego ,,in situ”’). Pozwolilo mi to
znacznie uprosci¢ synteze¢ pochodnych 5-azacytozyny i obnizy¢ jej koszta. Nieznang
wcezesniej reaktywnos$¢ chlorku trimetylosililu potwierdzitam takze dla pochodnych
pirymidynowych i pirydynowych.

W celu poszerzenia spektrum zwigzkow otrzymalam diaminopodstawione
pochodne 5-azacytozyny. Ze wzgledu na niepowodzenia reakcji na dalszych etapach
sciezek syntetycznych A 1 B (Schemat 58) zastosowatam synteze C, ktora pozwolita mi

otrzymac¢ dziesig¢ oczekiwanych produktow.
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Schemat 58. Ogodlny schemat syntez zwigzkow mono i diaminowych.

Mimo braku powodzenia pewnych etapow $ciezek A 1 B otrzymatam trzydziesci
dwa zwiazki mono 1 diaminowe. Do zwigzkéw monoaminowych nalezg:
cztery  6-aminopodstawione  pochodne  2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny,  cztery
6-aminopodstawione  pochodne 2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyny oraz cztery
6-aminopodstawione pochodne 2,4-dichloro-1,3,5-triazyny. Natomiast zwigzkami
diaminowymi sg: dziesie¢ 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-
triazyny oraz dziesi¢¢ 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-chloro-1,3,5-triazyny.

Za pomoca widm spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego oraz
obliczen kwantowo-mechanicznych z bardzo duzym prawdopodobienstwem ustalitam,
ze obserwowane przeze mnie w widmach przesunigcia chemiczne dla 5-aza-4-N-
furfurylocytozyny 1 5-aza-4-N-benzylocytozyny odpowiadajg strukturze rotameru,
w ktérym atom wodoru przy aminowym atomie azotu i atom azotu N-3 pierScienia
triazynowego znajduja si¢ w konformacji trams, natomiast rotamer, w ktorym
wspomniane atomy sg w konformacji cis, nie jest widoczny, gdyz ulega przeksztatceniu
w form¢ iminowa. W krysztale natomiast obecna jest tylko forma odpowiadajaca
strukturze w ktorym atom wodoru przy aminowym atomie azotu i atom azotu N-3

znajduja si¢ w konformacji cis.
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Otrzymane zwiazki przekazalam do badan biologicznych celem wyznaczenia dla
nich stalych inhibicji DNMT]I, ktore sa w toku. Jednakze wstgpnie wykazaly one, iz
zwigzki te charakteryzuja si¢ minimalng cytotoksycznos$cia wzgledem komorek
zdrowych MRC5 w przeciwienstwie do znanych z literatury 5-azanukleozydow

pirymidynowych.
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V CZESC EKSPERYMENTALNA

1 Stosowane odczynniki

1.1 Rozpuszczalniki

Tabela 9. Zestawienie uzywanych rozpuszczalnikow.

NAZWA PRODUCENT ngg’ll)‘gzé\él
1,4-dioksan POCH cz.d.a
aceton Chempur cz.d.a
acetonitryl POCH cz.d.a
acetonitryl bezw. Sigma-Aldrich 99.8%
chlorek etylenu POCH cz.d.a
chlorek metylenu POCH Basic cz.d.a
chloroform POCH cz.
dimetylosulfotlenek POCH cz.
etanol bezw. POCH Basic cz.d.a
eter dietylowy bezw. POCH cz.d.a
heksan POCH Basic cz.d.a
izopropanol POCH cz.d.a
metanol POCH cz.
metanol bezw. Sigma-Aldrich 99,8%
N,N-dimetyloformamid bezw. | Sigma-Aldrich 99,8%
octan etylu POCH Basic cz.d.a
pirydyna POCH cz.
tetrahydrofuran bezw. Sigma-Aldrich >99,9%
trietyloamina bezw. POCH cz.d.a
woda destylowana
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1.2 Odczynniki

Tabela 10. Zestawienie uzywanych odczynnikow.

NAZWA PRODUCENT C;];{g"l;gzsl\lc[
2-metoksypirydyna Aldrich Chemistry 98%
3,4-dihydro-2H-piran Fluka 97%
5-azacytozyna Aldrich Chemistry
anizol Aldrich 99,7%
benzyloamina Aldrich Chemistry 99%
borowodorek sodu Aldrich >96%
bromek benzylu Sigma-Aldrich 98%
Celite® 577, drobnoziarnisty Sigma-Aldrich
chlorek cyjanuru Aldrich 99%
chlorek cyny Aldrich 99%
chlorek p-toluenosulfonylu Merck > 99%
chlorek sodu Chempur cz.d.a
chlorek trimetylosililu Aldrich Chemistry > 98%
cytozyna BioShop CcZ.
dimetyloamina (33% roztwor Aldrich Chemistry
w etanolu)
eter bromoetylowometylowy Sigma-Aldrich
eter bromometylowometylowy Sigma-Aldrich 90%
eter chloroetylowometylowy Sigma-Aldrich 98%
eter chlorometylowometylowy Sigma-Aldrich
furfuryloamina Aldrich 99%
glikol polietylenowy 400 Serva
jodek metylu Merck >99%
jodek sodu POCH cz.d.a
kwas chlorowodorowy 35-38% POCH Basic cz.d.a
kwas p-toluenosulfonowy POCH cz.d.a
kwas siarkowy (VI) POCH 95%
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metanolan sodu Sigma-Aldrich 95%
metyloamina (33% roztwor w Aldrich Chemistry

etanolu)

N,N,N',N'-tetrametyloetylenodiamina | Merck cz.d.a
N,N-diizopropyloamina Fluka 99%
N,N-dimetyloanilina Aldrich 99%
N,O-bis(trimetylosililo)acetamid Aldrich >95%
pallad na weglu aktywowanym (10% | Aldrich Chemistry

Pd)

p-toluenosulfonian pirydyny Sigma-Aldrich 98%
siarczan sodu bezw. Chempur cz.d.a
trichlorek fosforylu Merck cz.
trifluorometanosulfonian Fluka Analytical >98,0%
trimetylosililu

uracyl Reanal 98,0%
weglan potasu POCH cz.da
woda amoniakalna 25% Chempur cz.d.a
wodorek sodu ROTH CZ.
wodorotlenek potasu POCH cz.d.a
wodorotlenek sodu POCH cz.d.a
wodoroweglan sodu POCH cz.d.a

2 Wykorzystywana aparatura

Widma 'H i >C magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) zostaty wykonane

spektrometrami firmy Bruker Avance o czgstosci 400 MHz oraz 500 MHz znajdujacymi
si¢ w Pracowni NMR w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. W celu
przygotowania probek, 20 mg zwigzku rozpuszczano w 0,6 mL rozpuszczalnika
deuterowanego (DMSO-d6, CDCIl;) firm ARMAR Chemicals lub Aldrich. Analizy
przeprowadzano w temperaturze 25°C i 90°C.

Do wykonania widm masowych stosowano wysokosprawny chromatograf
cieczowy LCMS-8040 firmy Shimadzu

sprzezony ze spektrometrem mas
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wykorzystujac jonizacje typu elektrosprej. Do przygotowania probek uzywano
metanolu LC-MS Ultra CHROMASOLV® firmy Fluka Analytical.

Analizy HRMS wykonat dr Lukasz Marczak z Pracowni Spektrometrii Mas przy
Zaktadzie Biochemii Produktow Naturalnych IChB PAN. Dr Marczak przeprowadzit
analizy na spektrometrze mas Q-Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Brema,
Niemcy) wyposazonym w TriVersa NanoMate nanoESI (Advion BioSciences Itd.,
Ithaca, USA). Do kontroli zrodta jonéw nanoESI zastosowat oprogramowanie Chipsoft
(wersja 8.3.1.1018). 5 uL probki wprowadzal bezposrednio do spektrometru masowego,
po stabilizacji pradu jonowego probka byta mierzona przez 1 minute. Zrodto pracowato
pod ci$nieniem gazu 1,25 psi, a napi¢cie jonizacji ustawiono na 1,05 kV. Dane HRMS
uzyskano w trybie jonéw dodatnich lub ujemnych w zakresie m/z 100-1500 przy
rozdzielczos$ci 140 000 (dla m/z 200, FWHM). Automatyczng kontrol¢ wzmocnienia
sygnatu ustawiono na warto$¢ docelowa wynoszaca 3x106, a czas zbierania jonoéw (IT)
wynosit 100 ms. Surowe dane analizowano w oprogramowaniu Thermo Xcalibur Qual

Browser 3.1.

3 Obliczenia kwantowo-mechaniczne

Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykonat prof. dr hab. Wojciech
T. Markiewicz wykorzystujac pakiet ORCA 4.2.1 [206, 207, 211, 212], stosujac metode
obliczen PBEh-3c Opt TightOpt LargePrint. Celem poréwnania otrzymanych wynikow
obliczenia byly wykonywane dla tych samych rozpuszczalnikoéw, w ktorych
przeprowadzano analizy NMR poszczegdlnych zwigzkoéw. Przyktadowy plik wejsciowy
do obliczen za pomocg ORCA 4.2.1 dla optymalizacji geometrii 5-aza-4-N-
furfurylocytozyny (99) w DMSO wyglada tak:

! PBEh-3c Opt TightOpt LargePrint
! CPCM

scpcm

SMD true

SMDSolvent "DMSO"

end

* xyz 01
C 2.753966599 -2.091249941 -1.368875546
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N 4.032146994 -2.013290627 -1.735084789
C 4.815626238 -3.164363872 -1.934184810
0 5.974604731 -3.047083633 -2.269944657
N 4.178268306 -4.335544335 -1.718186670
C 2.914623000 -4.320495000 -1.349884000
N 2.311326000 -5.494574000 -1.139037000
H 2.227221172 -1.153628632 -1.244749232
H 1.335424503 -5.461337464 -0.888692422
C 2.939704293 -6.786355188 -1.242432838
H 2.473901386 -7.438991272 -0.501144153
H 3.992088462 -6.702013161 -0.972243988
C 2.802979527 -7.372014354 -2.60934279¢6
C 2.051137280 -7.045186284 -3.687602757
C 3.240129620 -8.868473652 -4.130550930
C 2.342055237 -8.025663191 -4.688136862
H 1.365487822 -6.216907017 -3.765958242
H 3.740540086 -9.753722894 -4.490097047
H 1.933848508 -8.085810023 -5.684199667
o) 3.525828825 -8.479488772 -2.869796749
H 4.453573050 -1.106623223 -1.883980345
N 2.144760628 -3.209905780 -1.159396533

4 Techniki wykorzystywane podczas eksperymentow

4.1 Chromatografia cienkowarstwowa TLC (ang. Thin Layer

Chromatography)

Chromatografie¢ cienkowarstwowa stosowano w celu sprawdzania postepow
reakcji 1 czysto$ci produktow. Cylindryczng komorg¢ szklang wyscielano bibulka,
a nastepnie wlewano do niej odpowiedni eluent. Cienkg warstwe rozpuszczonego
zwigzku chemicznego lub mieszaniny reakcyjnej naktadano na plytke szklang firmy
Merck, pokryta zelem krzemionkowym 60 Fyss, ktora umieszczano w komorze
i chromatografowano odpowiednio dobranym eluentem. Po zakonczeniu procesu,

plytke obserwowano w §wietle lampy UV, dtugos¢ fali 254 nm.
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4.2 Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa

Ten rodzaj chromatografii stosowano w celu oczyszczania bardzo matych ilosci
zwigzkow. Cienka warstwe rozpuszczonego zwigzku chemicznego naktadano na ptyte
szklang firmy Merck, pokryta 1mm warstwa zelu krzemionkowego 60 Fjs4, ktorg
umieszczano w prostopadiosciennej komorze szklanej 1 chromatografowano
odpowiednio dobranym eluentem. Po zakonczeniu procesu, plytke obserwowano
w swietle lampy UV dlugo$¢ fali 254 nm. Rozdzielone zwiazki chemiczne
zeskrobywano z plyty razem ze zlozem, a nastepnie wymywano je odpowiednio

dobranym rozpuszczalnikiem.
4.3 Chromatografia cieczowa kolumnowa

Cieczowa chromatografi¢ kolumnowa stosowano w celu oczyszczania
otrzymywanych produktéw. Kolumne wypetniano zelem krzemionkowym o grubosci
ziaren 0,063-0,200 mm firmy Merck. W zalezno$ci od rozpuszczalnosci oczyszczanego
zwigzku, nanoszono go na kolumng¢ w postaci rozpuszczonej lub w postaci statej po
uprzednim zaadsorbowaniu go na niewielkiej ilosci zelu krzemionkowego. Stosowano
rozne eluenty. Frakcje zbierano grawitacyjnie, a ich wielko$¢ dostosowywano
w zaleznosci od wielko$ci kolumny. Kazda z nich analizowano wykorzystujac
chromatografi¢ TLC. Frakcje zawierajace ten sam zwigzek taczono, a nastepnie
usuwano rozpuszczalnik poprzez odparowanie go, pod zmniejszonym cisnieniem, przy

uzyciu wyparki.
S Synteza 4-N-podstawionych pochodnych 5-azacytozyny

5.1 Etap I - synteza 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny (102)

Do kolby, w ktorej znajdowat si¢ wodorowgglan sodu (19,133 g; 227,76 mmol;
2,8 eq) w mieszaninie chloroformu (15 mL) i metanolu (15 mL), dodawano porcjami,
w temperaturze pokojowej, 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyne (15 g; 81,34 mmol; 1 eq).
Nastepnie mieszaning intensywnie mieszano i ogrzewano przez 8 h, pod chlodnica
zwrotng, w temperaturze wrzenia. Postep reakcji kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC.

Jako eluenta uzywano mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku objgtosciowym
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5:2 (Hex:EtOAc 5:2). Po zakonczeniu reakcji, powstaly osad zwirowano 1 trzykrotnie
przemyto chloroformem. Przesagcz odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem,
a nastepnie ekstrahowano w uktadzie chloroform-woda. Warstwe organiczng zasypano
siarczanem (VI) sodu (Na;SOs). Po usunigciu $rodka suszacego, rozpuszczalnik
odparowano. Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej eluowanej

mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku obj¢to§ciowym 5:2.
Wydajnos$¢ reakcji wynosita 84%.
RiHex:Et0Ac(5:2))=0,33

"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4,12 (s, 6H, 2xCH3).
13C NMR (101 MHz, CDCls) § 172,52; 171,44; 56.89.

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H]" 176,0221 176,0221

5.2 [Etap II - synteza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny (95)

Hydrodehalogenacj¢ 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny przeprowadzano uzywajac
prostego zestawu do generowania wodoru z borowodorku sodu. W kolbie trdjszyjnej
umieszczono:  2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyng¢ (3 g; 17,09 mmol; 1 eq),
bezwodny eter dietylowy (260 mL), bezwodng trietyloaming (7,4 mL; 53,09 mmol;
2,8 eq) oraz pallad na weglu (300 mg). Do oddzielnej kolby ssawkowej polaczonej
wezem z kolbg reakcyjng, wlano 20 mL wody destylowanej oraz 4 mL kwasu
siarkowego (VI), a nastepnie dodawano do niej porcjami, przy uzyciu strzykawki, ok.
5% roztwoér borowodorku sodu w etanolu. Reakcje prowadzono 6 h, w atmosferze
argonu, w temperaturze pokojowej, towarzyszyto jej bardzo intensywne mieszanie.
Postgp reakcji kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano
mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku objgtosciowym 1:1 (Hex:EtOAc 1:1). Po
zakonczeniu reakcji mieszaning przesagczono przez drobnoziarnisty Celite® 577,
a nastepnie odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczano na
kolumnie chromatograficznej eluowanej mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku

objetosciowym 1:1.
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Wydajnos¢ reakcji wynosita 98%.

Rf(Hex:EtOAc(l : 1)):():5

'H NMR (400 MHz, CDCLs) & 8,58 (s, 1H, H-6); 4,02 (s, 6H, 2xCH3).
BC NMR (101 MHz, CDCl3) & 172,17; 169,19; 55,32.

MS (ESI, pos.) m/z 142 [M+H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H]" 142,0611 142,0611

5.3 Etap III - aminoliza 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyny

W kolbie rozpuszczono 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyne (1 g; 7,09 mmol; 1 eq)
w 40 mL bezwodnego etanolu. Dodano 12,5 eq odpowiedniej aminy (metyloamina,
benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning¢ mieszano w temperaturze
pokojowej w atmosferze argonu przez 2 h (w przypadku uzycia metyloaminy) lub przez
24 h w przypadku uzycia pozostatych amin. Postep reakcji kontrolowano wykonujac
analize TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning¢ heksanu i1 octanu etylu w stosunku
objetosciowym 1:1 (Hex:EtOAc 1:1). Po zakonczeniu reakcji mieszaning odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficzne;j

eluowanej mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku objetosciowym 1:1.

5.3.1 2-metoksy-4-metyloamino-1,3,5-triazyna (104)

Uzyto 11 mL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (12,5 eq) uzyskujac
0,97 g produktu (wydajnos¢ 98%) wystepujacego w widmach NMR w postaci dwdch

1Zomerow.
Rf(Hex:EtOAc(l : 1)):();22

Izomer 1:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 6 8,22 (s, 1H, H-6); 7,93 (br s, 1H, NH); 3,86 (s, 3H,
CH30); 2,79 (d, J=4,8 Hz, 3H, CH3N).
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Izomer 2:
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 8,34 (s, 1H, H-6); 7,86 (br s, 1H, NH); 3,81 (s, 3H,
CH;0); 2,81 (d, J=4,8 Hz, 3H, CH3N).

Mieszanina izomerow 7 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 170,67; 170,15; 168,08; 167,19; 167,03; 54,35;
27,83;27,37.

MS (ESI, pos.) m/z 141 [M+H]"; 185 [M+2Na-H]".
MS (ESI, neg.) m/z 139 [M-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H] 141,0771 141,0770

5.3.2 4-benzyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna (106)

Uzyto 9,7 mL benzyloaminy (12,5 eq) uzyskujac 1,49 g produktu (wydajnos¢ 97%)

wystepujacego w widmach NMR w postaci dwoch izomerdw.

RiHex:Et0Ac(1:1)70,28

Izomer I:
'"H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,08 (s, 1H, H-6); 7,41 — 7,36 (m, 1H, NH); 7,36 — 7,33
(m, 5H, 5xHy;); 4,66 (d, J=5,8 Hz, 2H, CH>); 3,99 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:
'H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 8,43 (s, 1H, H-6); 7,35 — 7,33 (m, 5SH, 5xHa;); 6,15 (br s,
1H, NH); 4,68 (d, J=5,9 Hz, 2H, CH,); 3,93 (s, 3H, CHj3).

Mieszanina izomerow 7 i 2:
BC NMR (101 MHz, CDCls) 6 170,42; 167,83; 165,41; 165,06; 164,98; 137,20; 128,78;
127,81; 127,74; 127,69; 127,55; 55,00; 54,51; 45,12; 44,96.

MS (ESI, pos.) m/z 217 [M+H]"; 280 [M+ACN+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 215 [M—H].
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 217,1084 217,1082
2M-+H]" 433,2095 433,2092
[2M+Na]* 455,1914 455,1911

5.3.3 4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna (105)

Uzyto 8,2 mL furfuryloaminy (12,5 eq) uzyskujac 1,36 g produktu (wydajnos¢ 93%)

wystepujacego w widmach NMR w postaci dwoch izomerow.
RiHex:E0AC(1:1)=0,34

Izomer 1I:

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8,20 (s, 1H, H-6); 7,38 (dd, J=1,9; 0,8 Hz, 1H, CHOfy);
7,18 (br s, 1H, NH); 6,37 — 6,32 (m, 1H, CHgy); 6,31 — 6,25 (m, 1H, CHgy); 4,65 (d,
J=5,5 Hz, 2H, CH,); 4,02 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8,44 (s, 1H, H-6); 7,38 (dd, J=1,9; 0,8 Hz, 1H, CHOfy);
6,37 — 6,32 (m, 1H, CHgy); 6,31 — 6,25 (m, 1H, CHgy); 6,07 (br s, 1H, NH); 4,67 (d,
J=5,7 Hz, 2H, CH,); 3,93 (s, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, CDCl3) 6 170,46; 167,77; 165,94; 150,45; 142,49; 142,49; 142,40;
110,48; 107,88; 107,60; 54,91; 54,53; 38,12; 37,84.

MS (ESI, pos.) m/z 207 [M+H]", 229 [M+Na]", 245 [M+K]", 270 [M+ACN+Na]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 207,0877 207,0875
[M+Na]+ 229,0696 229,0695
[M+K]* 245,0435 245,0433
[2M+H]+ 413,1680 413,1677
[2M+Na]+ 435,1500 435,1495
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5.3.4 4-dimetyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna (96)

Uzyto 15,7mL 33% roztworu dimetyloaminy w absolutnym etanolu (12,5 eq)
uzyskujac 1,05 g produktu (wydajnos¢ 96%).

RiHex:Et0Ac(1:1)7=0,24

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,35 (s, 1H, H-6); 3,97 (s, 3H, CH30); 3,23 (s, 3H,
CH;N); 3,20 (s, 3H, CH3N).
BC NMR (101 MHz, CDCls) & 169,47; 166,08; 165,59; 54,40; 36,72; 36,35.

MS (ESI, pos.) m/z 155 [M+H]"; 177 [M+Na]"; 309 [2M+H]"; 331 [2M+Na]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 155,0927 155,0926
[M+Na]" 177,0747 177,0745
[2M-+H]" 309,1782 309,1778
[2M+Na]" 331,1601 331,1597

5.4 Etap IV - odmetylowanie zwigzkow otrzymanych w etapie 111

5.4.1 Odmetylowanie za pomoca kwasu chlorowodorowego

Do 50 mg 4-aminopochodnej 2-metoksy-1,3,5-triazyny dodano 0,1 mL 35%
roztworu kwasu chlorowodorowego. Roztwor mieszano w temperaturze pokojowej
przez 24 h. Postep reakcji kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano
mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH
9:1). Po zakonczeniu reakcji mieszaning kilkukrotnie odparowano z etanolem, pod
zmniegjszonym cisnieniem. Produkt oczyszczano wykorzystujac preparatywng
chromatografi¢ cienkowarstwowa, eluujac mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu

w stosunku objetosciowym 9:1.
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5.4.1.1 S5-aza-4-N-metylocytozyna (90)

Otrzymano 43 mg produktu (wydajno$¢ 96%) wystepujacego w widmach NMR

w postaci dwoch izomerdw.
Ripem:meon9:1)=0,22

Izomer 1:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,93 (br s, 1H, HN-1); 9,74 (s, 1H, NH); 8,28 (s,
1H, H-6); 2,88 (d, J=5,0 Hz, 3H, CH3).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11,16 (s, 1H, HN-1); 9,87 (br s, 1H, NH); 8,29 (s,
1H, H-6); 2,89 (d, /=5,0 Hz, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11,87 (br, 1H, HN-1); 9,35 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H,
H-6); 3,01 (d, /=4,0 Hz, 3H, CH3).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10,59 (s, 1H, HN-1); 9,45 (br s, 1H, NH); 8,53 (s,
1H, H-6); 3,01 (d, /=4,0 Hz, 3H, CH3).

Mieszanina izomeréw /i 2:

BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 160,95; 160,41; 159,55; 158,29; 149,00; 146,57;
28,84; 28,77.

PC NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 160,96; 159,63; 158,25; 150,38; 149,30; 146,70;
28,85; 28,72.

MS (ESI, pos.) m/z 127 [M+H]", 149 [M+Na]’, 159 [M+CH;OH+H]", 165 [M+K]",
171 [M+2Na-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]Jr 127,0614 127,0616
[2M+H]+ 253,1156 253,1153
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5.4.1.2 S5-aza-4-N-benzylocytozyna (107)

Otrzymano 44 mg produktu (wydajno$¢ 94%) wystepujacego w widmach NMR

w postaci dwoch izomerdw.
Ripem:meon(:1)=0,26

Izomer 1:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 11,59 (br s, 1H, HN-1); 8,43 (t, J=6,4 Hz, 1H, NH);
8,06 (s, 1H, H-6); 7,32 — 7,25 (m, 5H, 5xHy,); 4,43 (d, J=6,4 Hz, 2H, CH,).

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 11,63 (s, 1H, HN-1); 8,44 (t, J=6,4 Hz, 1H, NH);
8,06 (s, 1H, H-6); 7,35 — 7,20 (m, 5H, 5xHa,); 4,43 (d, /=6,4 Hz, 2H, CH)).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,59 (br s, 1H, HN-1); 8,15 (s, 1H, H-6); 7,36 —
7,21 (m, 5H, 5xHa,); 4,51 (s, 2H, CH,).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11,63 (s, 1H, HN-1); 8,15 (s, 1H, H-6); 7,35 — 7,20
(m, 5H, 5xHa,); 4,51 (s, 2H, CH»).

Mieszanina izomerow 1 i 2:

BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 165,56; 157,24; 154,93; 139,45; 128,77; 128,72;
128,71; 127,62; 127,43; 127,27; 127,25; 44 31; 43,71.

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165,56; 157,59; 157,27; 154,98; 154,87; 139,87;
139,46; 128,78; 128.,72; 127,63; 127,45; 127,29; 127,26; 44,30; 43,72

MS (ESI, pos.) m/z 203 [M+H]"; 225 [M+Na]"; 266 [M+ACN+Na]'; 405 [2M+H];
427 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 201 [M-H]’; 239 [M+K—2H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+Na]" 225,0747 225,0741
[2M+Na]" 427,1601 427,1593
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5.4.1.3 5-aza-4-N-dimetylocytozyna (87)

Otrzymano 43 mg produktu (wydajnos$¢ 95%).

Ripem:meon(9:1)=0,28

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 11,71 (br s, 1H, HN-1); 8,11 (s, 1H, H-6); 3,13 (s,
3H, CH3); 3,01 (s, 3H, CH3).

'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 11,62 (s, 1H, HN-1); 8,11 (s, 1H, H-6); 3,13 (s, 3H,
CH3); 3,02 (s, 3H, CH3).

*C NMR (101 MHz, DMSO-dq) & 164,67; 157,09; 154,53; 37,00; 36,56.

C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 164,69; 157,10; 154,58; 37,00; 36,57.

MS (ESI, pos.) m/z 141 [M+H]"; 163 [M+Na]"; 204 [M+ACN+Na]"; 281 [2M+H]";
303 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 139 [M-H]..

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 141,0771 141,0769
[M+Na]" 163,0590 163,0588
[M+2Na-H|" 185,0410 185,0408
2M+H]" 281,1469 281,1464
[2M+Na]" 303,1288 303,1283

5.4.2 Odmetylowanie za pomocg jodotrimetylosilanu generowanego

e e
IR SitU

Do kolby odwazono 4-aminopochodng 2-metoksy-1,3,5-triazyny (100 mg; 1 eq)
oraz jodek sodu (1 eq) i wlano 10 mL bezwodnego acetonitrylu. Roztwér mieszano
przez ok. 10 min., a nastgpnie dodano -chlorotrimetylosilan (1 eq). Mieszaning
ogrzewano pod chtodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika,
w atmosferze argonu przez 6 h. Postgp reakcji kontrolowano wykonujac analize TLC.
Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku

objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny dodano
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0,5 N wodny roztwor tiosiarczanu sodu, a nast¢gpnie roztwor przesgczono przez saczek
strzykawkowy MicroPore firmy AlfaChem. Przesacz zat¢zono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej, eluujac mieszaning

chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1.

5.4.2.1 S5-aza-4-N-metylocytozyna (90)

Uzyto 107 mg jodku sodu (1 eq) oraz 91 pL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac
76 mg produktu (wydajnos$¢ 85%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.1.1.

5.4.2.2 5-aza-4-N-benzylocytozyna (107)

Uzyto 69 mg jodku sodu (1 eq) oraz 59 puL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac
80 mg produktu (wydajnos$¢ 85%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.1.2.

5.4.2.3 5-aza-4-N-furfurylocytozyna (99)

Uzyto 73 mg jodku sodu (1 eq) oraz 62 uL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac
78 mg produktu (wydajnos¢ 84%), wystepujacego w widmie NMR w postaci dwoch

izomerow.

Krystalizacja: 5-aza-4-N-furfurylocytozyne umieszczono w mieszaninie acetonu
1 wody w stosunku objetosciowym 1:1. Calo$¢ podgrzano do temperatury ok. 100°C, do
catkowitego rozpuszczenia. Nastepnie stosowano bardzo wolne chtodzenie. Otrzymane
krysztaly przesaczono na lejku Biichnera i przekazano do badan krystalograficznych

prof. dr hab. W. Rypniewskiemu.
Ripem:meon(9:1)~0,30

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 11,61 (s, 1H, HN-1); 8,34 (t, J=6,0 Hz, 1H, NH);
8,05 (s, 1H, H-6); 7,57 (dd, J=1,8; 0,9 Hz, 1H, CHOgy); 6,39 (dd, J=3,2; 1,9 Hz, 1H,
CHgw); 6,25 (dd, J=3,2; 0,9 Hz, 1H, CHEy,); 4,41 (d, J/=6,0 Hz, 2H, CH,).
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 11,63 (s, 1H, HN-1); 8,34 (t, J=6,1 Hz, 1H, NH);
8,05 (s, 1H, H-6); 7,62 — 7,49 (m, 1H, CHOry,); 6,39 (dd, J=3.3; 1,9 Hz, 1H, CHpy,);
6,25 (d, J=3,2 Hz, 1H, CHpy,); 4.41 (d, J=5,9 Hz, 2H, CH,).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,61 (s, 1H, HN-1); 8,18 (s, 1H, H-6); 7,59 — 7,53
(m, 1H, CHOfy); 6,40 — 6,35 (m, 1H, CHEy); 6,22 (dd, J=3,3, 0,9 Hz, 1H, CHpy); 4,48
(s, 2H, CH»).

'H NMR (500 MHz, DMSO) & 11,63 (s, 1H, HN-1); 8,18 (s, 1H, H-6); 7,62 — 7,49 (m,
1H, CHOgy,); 6,39 (dd, J=3,3; 1,9 Hz, 1H, CHpy,); 6,22 (d, J=3,2 Hz, 1H, CHpy,); 4,48
(s, 2H, CHp).

Mieszanina izomerow /i 2:

BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 165,37; 157,35; 154,82; 152,70; 152.21; 142,54;
142,51; 110,92; 107,43; 107,22; 37,96; 37,33.

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165,40; 157,38; 154,85; 154,79; 152,73; 152,24;
142,57; 142,53; 110,94; 107,45; 107,24; 37,97; 37,35.

Analizy w 90°C:

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11,01 (s, 1H, HN-1); 8,01 (s, 1H, H-6); 7,93 (s, 1H,
HN-3); 7,51 (d, J=1,8 Hz, 1H, CHOgy); 6,38 (dd, J=3,2; 1,9 Hz, 1H, CHgy); 6,26 (d,
J=3,2 Hz, 1H, CHgy); 4,47 (s, 2H, CH>).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 165,60; 157,26; 154,65; 152,52; 142,31; 110,84;
107,31; 37,70.

MS (ESI, pos.) m/z 193 [M+H]", 215 [M+Na]", 231 [M+K]", 407 [2M+Na]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 193,0720 193,0719
[M+Na]" 215,0539 215,0538
[M+K]* 231,0279 231,0277
2M+H]* 385,1367 385,1364
[2M+Na]* 407,1187 407,1183
2M+K]" 423,0926 423,0921
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5.4.2.4 5-aza-4-N-dimetylocytozyna (87)

Uzyto 97 mg jodku sodu (1 eq) oraz 82 puL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac
76 mg produktu (wydajnos$¢ 84%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.1.3.

5.4.3 Odmetylowanie za pomocg chlorotrimetylosilanu

4-aminopochodng 2-metoksy-1,3,5-triazyny (100 mg; 1eq) rozpuszczono
w 10 mL bezwodnego acetonitrylu. Do roztworu dodano chlorotrimetylosilan (1 eq).
Mieszaning ogrzewano pod chlodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika, w atmosferze argonu przez 6 h. Postgp reakcji kontrolowano
wykonujac analize¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu
1 metanolu w stosunku objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po zakonczeniu reakcji
roztwor przesaczono przez saczek strzykawkowy MicroPore firmy AlfaChem. Przesacz
zatgzono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano na kolumnie
chromatograficznej, eluujac mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku

objetosciowym 9:1.

5.4.3.1 5-aza-4-N-metylocytozyna (90)

Uzyto 91 uL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac 79 mg produktu (wydajnos¢ 88%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.1.1.

5.4.3.2 5-aza-4-N-benzylocytozyna (107)

Uzyto 59 uL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac 85 mg produktu (wydajnos¢ 91%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.1.2.

5.4.3.3 5-aza-4-N-furfurylocytozyna (99)

Uzyto 62 pL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac 87 mg produktu (wydajnos$¢ 93%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.2.3.
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5.4.3.4 5-aza-4-N-dimetylocytozyna (87)

Uzyto 82 uL chlorotrimetylosilanu (1 eq) uzyskujac 81 mg produktu (wydajnos$¢ 89%).

Zwiazek scharakteryzowano w podrozdziale 5.4.1.3.

6 Synteza pochodnych 5-azacytozyny zawierajacych
podstawnik w pozycji N-1

Do kolby odwazono wodorek sodu (1 eq) i dodano 1 mL dimetyloformamidu.
Kolbe umieszczono w misce z lodem i nastgpnie kroplami dodawano 5-azacytozyne
(50 mg; 1eq) lub 5-aza-4-N-frufurylocytozyne (50 mg; 1 eq) rozpuszczong w 1 mL
dimetyloformamidu. Roztwor mieszano przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie dodano 1 eq jednego z wymienionych zwigzkow: jodek metylu, bromek benzylu,
eter bromoetylowometylowy, eter bromometylowometylowy, eter
chloroetylowometylowy, eter chlorometylowometylowy i ogrzewano mieszaning, pod
chlodnicg zwrotng, w temperaturze 100°C, przez 24 h. Postgp reakcji kontrolowano
wykonujac analize¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu
1 metanolu w stosunku objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po zakonczeniu reakcji
mieszaning odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano
wykorzystujac preparatywng chromatografie cienkowarstwowa, eluujac mieszaning

chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku obje¢tosciowym 9:1.
6.1 5-aza-4-N-furfurylo-1-metylocytozyna (110)

Uzyto 1 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 16 pL jodku metylu (1 eq) uzyskujac 36 mg
produktu (wydajnos$¢ 68%) wystepujacego w widmie NMR w postaci dwdch izomerow.

Ripem:meon(9:1)=0,52

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,31 (t, J=6,0 Hz, 1H, NH); 8,26 (s, 1H, H-6); 7,57 —
7,56 (m, 1H, CHOgy,); 6,38 (d, J/=1,9 Hz, 1H, CHpy); 6,25 (d, J=3,5 Hz, 1H, CHgy,);
4,42 (d, J=6,0 Hz, 2H, CH>); 3,22 (s, 3H, CH3).
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Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,38 (s, 1H, H-6); 8,21 (t, J=6,6 Hz, 1H, NH); 7,58 —
7,57 (m, 1H, CHOgy); 6,39 (d, J=1,9 Hz, 1H, CHgy); 6,23 (d, J/=3,2 Hz, 1H, CHgy);
4,48 (d, J=6,1 Hz, 2H, CH)); 3,24 (s, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 165,28; 164,58; 159,87; 159,00; 154,32; 154,06;
152,29; 151,73; 142,01; 110,40; 106,89; 106,68; 37,46; 37,03; 34,04; 33,94.

MS (ESI, pos.) m/z 207 [M+H]", 229 [M+Na]", 270 [M+ACN+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 205 [M—H]".

6.2 5-aza-1-benzylo-4-N-furfurylocytozyna (111)

Uzyto 1 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 31 pL bromku benzylu (1 eq) uzyskujac 47 mg
produktu (wydajnos¢ 63,5%) wystepujacego w widmie NMR w postaci dwoch

1Zomerow.
Ripem:meon(:1)=0,60

Izomer 1I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 8,49 (s, 1H, H-6); 8,45 (t, J=6,0 Hz, 1H, NH); 7,57
(m, 1H, CHOkgy); 7,36 — 7,29 (m, 5H, 5xHa,); 6,38 (d, J=1,9 Hz, 1H, CHpy,); 6,25 (d,
J=3,2 Hz, 1H, CHgy,); 4,88 (s, 2H, CH,N-1); 4,42 (d, J=6,0 Hz, 2H, CH,NH).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 8,62 (s, 1H, H-6); 8,34 (t, J=6,2 Hz, 1H, NH); 7,57
(m, 1H, CHOky); 7,38 — 7,34 (m, 5H, 5xHa,); 6,39 (d, J=2,0 Hz, 1H, CHp\,); 6,24 (d,
J=3,2 Hz, 1H, CHgy,); 4,90 (s, 2H, CH,N-1); 4,49 (d, J=6,2 Hz, 2H, CH,NH).

Mieszanina izomerow 1 i 2:

BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 164,98; 164,26; 159,75; 158,85; 153,54; 152,12;
151,54; 142,07; 136,76; 136,67; 128,50; 127,66; 127,59; 110,42; 107,02; 106,79; 49,47;
49,37; 37,50; 37,06.

MS (ESI, pos.) m/z 283 [M+H]", 305 [M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 263 [M—H,O-HJ, 281 [M-H]..
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+Na]+ 305,1009 305,1004
[M+K]+ 321,0748 321,0871
[2M+Na]* 587,2126 587,2120

6.3 5-aza-4-N-furfurylo-1-(metoksymetylo)cytozyna (112)

Uzyto 1 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 20 pL eteru chlorometylometylowego (1 eq)
uzyskujac 19 mg produktu (wydajnos$¢ 31%) lub 21 pL eteru bromometylometylowego
(1 eq) uzyskujac 13 mg produktu (wydajnos¢ 21%), wystepujacego w widmie NMR

w postaci dwoch izomerdw.
Ripem:meon(9:1)~0,41

Izomer 1:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,58 (t, J=5,2 Hz, 1H, NH); 8,37 (s, 1H, H-6); 7,59 —
7,57 (m, 1H, CHOgy); 6,41 — 6,38 (m, 1H, CHgy); 6,27 (d, J=2,9 Hz, 1H, CHgy,); 5,03
(s, 2H, CH,N-1); 4,44 (d, J=5,3 Hz, 2H, CH,NH); 3,28 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,50 (s, 1H, H-6); 8,48 (m, 1H, NH); 7,60 — 7,56 (m,
1H, CHOgy,); 6,41 — 6,37 (m, 1H, CHgy); 6,25 (d, J=3,3 Hz, 1H, CHgy); 5,05 (s, 2H,
CH,N-1); 4,51 (d, J=5,8 Hz, 2H, CH,NH); 3,28 (s, 3H, CH3).

6.4 5-aza-4-N-furfurylo-1-(2-metoksyetylo)cytozyna (113)

Uzyto 1 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 24 uL eteru chloroetylometylowego (1 eq)
uzyskujac 29 mg produktu (wydajnos¢ 45%) lub 24 uL eteru bromoetylometylowego
(1 eq) uzyskujac 11 mg produktu (wydajno$¢ 17%), wystepujacego w widmie NMR

w postaci dwoch izomerdw.

Ripem:meon©:1)=0,57
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Izomer 1I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 8,39 (t, J=6,0 Hz, 1H, NH); 8,16 (s, 1H, H-6); 7,57
(br s, 1H, CHOgy,); 6,42 — 6,36 (m, 1H, CHgy); 6,26 (d, J/=3,2 Hz, 1H, CHpy,); 4,41 (d,
J=5,8 Hz, 2H, CH,NH); 3,89 — 3,80 (m, 2H, CH;N-1); 3,54 — 3,46 (m, 2H, OCH,);
3,24 (s, 3H, CHa).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 8,31 (br s, 1H, NH); 8,29 (s, 1H, H-6); 7,57 (br s, 1H,
CHOgy); 6,41 — 6,37 (m, 1H, CHgy,); 6,23 (d, J/=3,3 Hz, 1H, CHgy); 4,48 (d, J=6,1 Hz,
2H, CH;NH); 3,88 — 3,81 (m, 2H, CH;N-1); 3,53 — 3,47 (m, 2H, OCH5); 3,32 (s, 3H,
CH3).

MS (ESI, pos.) m/z 251 [M+H]", 273 [M+Na]", 501 [2M+H]".

MS (ESL neg.) m/z 249 [M-H]".

6.5 5-aza-1-metylocytozyna (114)

Uzyto 10 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 28 pL jodku metylu (1 eq) uzyskujac 11 mg
produktu (wydajnos¢ 20%).

Ripem:meon:1)=0,28

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 8,24 (s, 1H, H-6); 7,29 (br s, 2H, NH3); 3,20 (s, 3H,
CHs).
BC NMR (101 MHz, DMSO-de) 8 166,60; 159,34; 154,44; 33.90.

MS (ESI, pos.) m/z 127 [M+H]", 149 [M+Na]", 253 [2M+H]", 275 [2M+Na]".

6.6 5-aza-1-benzylocytozyna (115)

Uzyto 10 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 53 uL bromku benzylu (1 eq) uzyskujac 15 mg
produktu (wydajnos$¢ 17%).

Ripem:meon(9:1)=0,38

"H NMR (400 MHz, DMSO-de) § 8,48 (s, 1H, H-6); 7,45 (s, 2H, NH,); 7,39 — 7,24 (m,
SH,5xHy,); 4,87 (s, 2H, CHy).
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C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 166,33; 159,23; 153,69; 136,86; 128,48; 127,57,
127,54; 49,30.

MS (ESI, pos.) m/z 203 [M+H]", 225 [M+Na]", 266 [M+ACN+Na]", 405 [2M-+H]",
427 [2M+Na]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 203,0927 203,0925
[M+Na]+ 225,0747 225,0744
2M+H]" 405,1782 405,1776
[2M+Na]" 427,1601 427,1596
[2M+K]+ 4431341 443,1333

6.7 5-aza-1-(metoksymetylo)cytozyna (116)

Uzyto 10 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 34 uL eteru chlorometylometylowego (1 eq)
uzyskujac 11 mg produktu (wydajnos¢ 16%) lub 36 pL eteru bromometylometylowego
(1 eq) uzyskujac 11 mg produktu (wydajnos¢ 16%).

Ripem:meon(:1)=0,26

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,36 (s, 1H, H-6); 7,57 (s, 2H, NHy); 5,02 (s, 2H,
CH,); 3,27 (s, 3H, CH3).
C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 166,23; 159,30; 153,52; 76,78; 56,12.

MS (ESI, pos.) m/z 157 [M+H]", 179 [M+Na]", 313 [2M+H]".
6.8 5-aza-1-(2-metoksyetylo)cytozyna (117)

Uzyto 10 mg wodorku sodu (1 eq) oraz 41 pL eteru chloroetylometylowego (1 eq)
uzyskujac 26 mg produktu (wydajno$¢ 34%) lub 42 pL eteru bromoetylometylowego
(1 eq) uzyskujac 26 mg produktu (wydajnos¢ 34%).

Ripem:meon(9:1)=0,22
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,15 (s, 1H, H-6); 7,39 (s, 2H, NH,); 3,82 (t,
J=5,1 Hz, 2H, CH,N-1); 3.49 (t, J=5,2 Hz, 2H, OCH,); 3,24 (s, 3H, CH3).
BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) 8 166,37; 159,41; 153,72; 68,82; 58,03; 45,96.

MS (ESI, pos.) m/z 171 [M+H]", 193 [M+Na]", 341 [2M+H]", 363 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 169 [M-H].

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 171,0877 171,0873
[M+Na]+ 193,0696 193,0694
[2M+H]" 341,1680 341,1674
[2M+Na]+ 363,1500 363,1492

6.9 5-aza-1-(tetrahydro-2H-piran-2-ylo)cytozyna (122)

W kolbie dwuszyjnej umieszczono 5-azacytozyne (100 mg, 1 eq) i bezwodny
dimetyloformamid (3,5 mL). Za  pomoca strzykawki dodano  N,O-
bis(trimetylosililo)acetamid (0,76 mL, 3,5eq) 1 powstala zawiesing mieszano oraz
ogrzewano w 60°C przez 1 h pod chtodnicag zwrotng, w atmosferze argonu. Po tym
czasie kolbg reakcyjng schtodzono do temperatury pokojowej. W drugiej kolbie
rozpuszczono octan tetrahydropiran-2-ylu (141 mg, 1,1eq) w bezwodnym
dimetyloformamidzie (0,9 mL). Tak przygotowany roztwor dodano strzykawka do
kolby reakcyjnej. Nastepnie dodano trifluorometanosulfonian trimetylosililu (0,177 mL,
1,1 eq) i mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 h. Reakcje
zatrzymano przez dodanie 25% wody amoniakalnej (0,3 mL) w metanolu (0,44 mL),
a nastepnie kontynuowano mieszanie przez kolejne 24 h. Postep reakcji kontrolowano
wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu
i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po zakonczeniu reakcji
mieszaning odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano
wykorzystujac preparatywng chromatografie cienkowarstwowa, eluujac mieszaning

chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1.

Wydajnos¢ reakcji wynosita 40%.
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Ripem:meon(:1)=0,33

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,34 (s, 1H, H-6); 7,54 (s, 2H, NH,); 5,49 — 5,42 (m,
1H, CH); 4,06 — 3,97 (m, 1H, CH,0); 3,65 — 3,52 (m, 1H, CH,0); 1,93 — 1,45 (m, 6H,
3xCH3).

MS (ESI, pos.) m/z 197 [M+H]", 219 [M+Na]"

Otrzymywanie octanu tetrahydropiran-2-ylu (121)

Do roztworu p-toluenosulfonianu pirydyny (250 mg) w dichlorometanie (40 mL)
dodano kwas octowy (5,7 mL). Mieszaning ochtodzono do 0°C i dodano 3,4-dihydro-
2H-piran (10 mL) i pozostawiono na noc w temperaturze pokojowej. Zwigzki lotne
usuni¢to pod zmniejszonym cisnieniem i pozostalos¢ oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej eluujac mieszaning heksanu 1 octanu etylu w stosunku

objetosciowym 5:2.

Wydajnos¢ reakcji wynosita 50%.

RiHex:Et0Ac(5:2)=0,42

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5,97 — 5,91 (m, 1H, CH); 3,99 — 3,85 (m, 1H, CH,0);

3,72 - 3,61 (m, 1H, CH,0); 2,09 (s, 3H, CHz); 1,92 — 1,45 (m, 6H, 3xCH,).

7 Badanie trwalosci pochodnych 5-azacytozyny i 4-/V-
furfurylo pochodnych 5-azacytozyny zawierajacych

podstawnik w pozycji N-1, w warunkach zasadowych

5 mg pochodnej 5-azacytozyny lub 4-N-furfurylo pochodnej 5-azacytozyny
zawierajacej podstawnik w pozycji N-1 umieszczano w mieszaninie wody amoniakalne;j
(0,3mL), 1,4-dioksanu (0,3 mL) i metanolu (0,3 mL) na 48 h. Postep reakcji

kontrolowano za pomocg spektrometrii mas po 24 h i 48 h od rozpoczgcia reakcji.
7.1 3-(N-furfuryloguanylo)-1-metylomocznik (123)
MS (ESI, pos.) m/z 197 [M+H]", 229 [M+Na]", 235 [M+K]".
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7.2 1-benzylo-3-(/N-furfuryloguanylo)mocznik (124)

MS (ESI, pos.) m/z 273 [M+H]".

7.3 3-(N-furfuryloguanylo)-1-(metoksymetylo)mocznik (125)

MS (ESI, pos.) m/z 227 [M+H]", 453 [2M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 225 [M—H]".

7.4 3-(N-furfuryloguanylo)-1-(2-metoksyetylo)mocznik (126)

MS (ESI, pos.) m/z 241 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 239 [M—H].

7.5 3-guanylo-1-metylomocznik (127)

MS (ESI, pos.) m/z 117 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 115 [M—H]".

7.6 1-benzylo-3-guanylomocznik (128)

MS (ESI, pos.) m/z 193 [M+H]", 385 [2M+H]".
MS (ESL neg.) m/z 191 [M—HJ..

7.7 3-guanylo-1-(metoksymetylo)mocznik (129)

MS (ESI, pos.) m/z 147 [M+H]", 293 [2M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 145 [M-HJ".

7.8 3-guanylo-1-(2-metoksyetylo)mocznik (130)

MS (ESI, pos.) m/z 161 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 159 [M-H]".
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7.9 3-guanylo-1-(tetrahydropiran-2-ylo)mocznik (131)

MS (ESI, pos.) m/z 187 [M+H]", 228 [M+ACN-+H]", 373 [2M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 185 [M—H].

8 Odmetylowanie zwigzkow za pomoca

chlorotrimetylosilanu

8.1 2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyna

2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyne (50 mg) rozpuszczono w 7 mL bezwodnego
acetonitrylu. Do roztworu dodano chlorotrimetylosilan (90 pL, 2 eq). Mieszaning
ogrzewano pod chtodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika,
w atmosferze argonu przez 8 h. Postgp reakcji kontrolowano wykonujac analize TLC.
Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku
objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po zakonczeniu reakcji roztwor przesaczono
przez saczek strzykawkowy MicroPore firmy AlfaChem. Przesacz zat¢zono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej,
eluujac mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1.

Otrzymano 5-azauracyl (136).
Wydajnos¢ reakcji wynosita 89%.
Ripem:meon(9:1)~0,10

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 11,31 (s, 1H, HN-3); 11,16 (s, 1H, HN-1); 8,12 (s,
1H, H-6).
C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 157,60; 153,30.

MS (ESI, pos.) m/z 155 [M+ACN+H]", 265 [2M+K]".
MS (ESI, neg.) m/z 112 [M-H], 225 [2M-H]..

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H] 114,0298 114,0300
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[2M+H]" 227,0523 227,0521

8.2 4-amino-2-metoksy-1,3,5-triazyna

8.2.1 Synteza

2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyn¢ (200 mg) rozpuszczono w 10 mL etanolu. Do
roztworu dodano wode¢ amoniakalng (10 mL). Mieszaning mieszano w temperaturze
pokojowej przez 4 h. Postep reakcji kontrolowano wykonujgc analize TLC. Jako eluenta
uzywano mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku objg¢tosciowym 9:1
(DCM:MeOH 9:1). Po zakofczeniu reakcji roztwor zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej, eluujac mieszaning
chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku objetosciowym 9:1. Otrzymano 4-amino-2-

metoksy-1,3,5-triazyne (82).
Wydajnos$¢ reakcji wynosita 85%.

Ripem:meon(9:1)=0,37

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,25 (s, 1H, H-6); 7,48 (s, 2H, NH,); 3,82 (s, 3H,
CHs).
BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 170,22; 167,84; 167,54; 53,86.

MS (ESI, pos.) m/z 127 [M+H]", 168 [M+ACN+H]".
MS (ESL neg.) m/z 125 [M—HJ..

8.2.2 Odmetylowanie

4-amino-2-metoksy-1,3,5-triazyne (179 mg)  rozpuszczono w 28 mL
bezwodnego acetonitrylu. Do roztworu dodano chlorotrimetylosilan (180 puL).
Mieszaning ogrzewano pod chlodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika, w atmosferze argonu przez 8 h. Postgp reakcji kontrolowano
wykonujac analize¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu
1 metanolu w stosunku objetosciowym 8:2 (DCM:MeOH 8:2). Po zakonczeniu reakcji

roztwor przesaczono przez saczek strzykawkowy MicroPore firmy AlfaChem. Przesacz
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zatezono pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczano wykorzystujac
preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwowa, eluujagc mieszaning chlorku metylenu

1 metanolu w stosunku objetosciowym 7:3. Otrzymano 5-azacytozyne (59)
Wydajnos¢ reakcji wynosita 79%.

Ripem:meon(s:2))=0,12

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 11,56 (s, 1H, HN-1); 8,03 (s, 1H, H-6); 7,38 (s, 2H,
NH,).
C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 160,91; 160,23; 146,70.

MS (ESI, pos.) m/z 113 [M+H]", 154 [M+ACN+H]", 225 [2M+H]", 247 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 111 [M-HJ, 223 [2M-H].

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 113,0458 113,0460
[M+Na]+ 135,0277 135,0276
[M+2Na-H|" 157,0097 157,0095
[2M+N a]+ 247,0662 2470659

8.3 2,4-dimetoksypirymidyna

8.3.1 Synteza 2,4-dichloropirymidyny (132)

W kolbie umieszczono uracyl (1 g) oraz §wiezo destylowany trichlorek fosforylu
(4 mL). Zawiesing ogrzewano pod chtodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia,
w atmosferze argonu przez 7 h. Po tym czasie nadmiar trichlorku fosforylu odparowano
pod zmniejszonym cis$nieniem, nastepnie dodano wody i 6-krotnie ekstrahowano
chlorkiem metylenu. Roztwor chlorku metylenu po wysuszeniu siarczanem (VI) sodu
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczano wykorzystujac
preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwows, eluujagc mieszaning chlorku metylenu

1 metanolu w stosunku objetosciowym 9:1.
Wydajnos$¢ reakcji wynosita 76%.
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'"H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,79 (d, J=5,3Hz, 1H, H-6); 7,83 (d, J=5,3 Hz, 1H,
H-5).
13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 162,40; 162,11; 159,81; 121,82.

MS (ESI, neg.) m/z 147 [M—H].

8.3.2 Synteza 2,4-dimetoksypirymidyny (133)

W kolbie dwuszyjnej umieszczono metanolan sodu (0,903 g) oraz bezwodny
metanol (10 mL). Do mieszanego roztworu metanolanu sodu dodano roztwor
2,4-dichloropirymidyny (607 mg) w 10 mL bezwodnego metanolu 1 grzano pod
chlodnica zwrotng w temperaturze wrzenia, w atmosferze argonu. Po 4 h dodano
451 mg metanolanu sodu i grzano nadal. Postep reakcji kontrolowano wykonujac
analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu i metanolu
w stosunku objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po 24h na ptytce TLC
obserwowano 4-chloro-2-metoksypirymidyng. Dodano 451 mg metanolanu sodu
i grzano we wrzeniu przez 6 h. Po ochtodzeniu odsaczono wytracony osad chlorku
sodu, przesacz zatgzono. Nastepnie dodano wody i ekstrahowano eterem dietylowym.
Ekstrakt eterowy odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem po uprzednim wysuszeniu

siarczanem (V1) sodu.
Wydajnos¢ reakcji wynosita 50%.
Ripem:meon(:1)=0,70

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8,12 (d, J=5,7 Hz, 1H, H-6); 6,30 (d, J=5,7 Hz, 1H, H-
5); 3,92 (s, 3H, CH30C-2); 3,90 (s, 3H, CH;0C-4).
BC NMR (101 MHz, CDCls) & 171,37; 165.,41; 158,19; 101,95; 54,61; 53,60.

MS (ESI, pos.) m/z 141 [M+H]", 182 [M+ACN-+H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 141,0659 141,0657
[M+Na]+ 163,0478 163,0476
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8.3.3 Odmetylowanie 2,4-dimetoksypirymidyny

2,4-dimetoksypirymidyne (30 mg) rozpuszczono w 4,5 mL bezwodnego
acetonitrylu. Do roztworu dodano chlorotrimetylosilan (81 pL, 3 eq). Mieszaning
ogrzewano pod chtodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika,
w atmosferze argonu przez 24 h. Postgp reakcji kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC.
Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku
objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Po zakonczeniu reakcji roztwor przesaczono
przez saczek strzykawkowy MicroPore firmy AlfaChem. Przesacz zat¢zono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano wykorzystujac preparatywng
chromatografi¢ cienkowarstwowa, eluujac mieszaning chlorku metylenu i metanolu

w stosunku objetosciowym 9:1. Otrzymano uracyl (3).
Wydajnos¢ reakcji wynosita 80%.
Ripem:meon(9:1)~0,10

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 5 11,00 (s, 1H, HN-3); 10,81 (s, 1H, HN-1); 7,38 (d,
J=7,6 Hz, 1H, H-6); 5,44 (d, J=7,5 Hz, 1H, H-5).
'3C NMR (101 MHz, DMSO-dq) & 164,77; 151,95; 142,63; 100,66.

MS (ESI, neg.) m/z 111 [M—HT, 223 [2M-HJ..

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H]" 113,0346 113,0347

8.4 2-metoksypirydyna

2-metoksypirydyne (193 uL) rozpuszczono w 10 mL bezwodnego acetonitrylu.
Do roztworu dodano chlorotrimetylosilan (699 puL, 3 eq). Mieszaning ogrzewano pod
chlodnica zwrotng, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, w atmosferze argonu
przez 24 h. Postep reakeji kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano
mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku obj¢tosciowym 8:2 (DCM:MeOH
8:2). Po zakonczeniu reakcji roztwor zatgzono pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt

oczyszczano wykorzystujagc preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwowa, eluujac
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mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku objg¢tosciowym 8:2. Otrzymano

2-pirydon (137).
Wydajnos$¢ reakcji wynosita 40%.

Ripem:meor(3:2)=0,56

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 11,54 (s, 1H, HN-1): 7,41 (t, J=7,1 Hz, 1H, CH);
735 (d, J=6,4 Hz, 1H, CH); 6,31 (d, J=9.2 Hz, 1H, CH); 6,15 (t, J=6,5 Hz, 1H, CH),
BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 162,32; 140,89; 135,44; 119,98; 104.77.

MS (ESI, pos.) m/z 96 [M+H]", 118 [M+Na]", 159 [M+ACN+Na]", 191 [2M+H]", 213
[2M+Na]".

8.5 Anizol

Anizol (201 pL) rozpuszczono w 10 mL bezwodnego acetonitrylu. Do roztworu
dodano chlorotrimetylosilan (705 puL, 3 eq). Mieszaning ogrzewano pod chtodnica
zwrotng, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, w atmosferze argonu przez 24 h.
Postep reakcji kontrolowano wykonujac analize TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning
chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1 (DCM:MeOH 9:1). Nie

zaobserwowano jakiegokolwiek postepu reakcji.
9 Synteza zwigzkow monoaminowych i diaminowych

9.1 Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dimetoksy-1,3,5-
triazyny

W  kolbie rozpuszczono 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyne (30 mg;
1,71 mmol; 1eq) w 2mL chlorku metylenu. Dodano 1eq odpowiedniej aminy
(metyloamina, benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning mieszano
w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu przez 2h (w przypadku uzycia
metyloaminy) lub przez 24 h w przypadku uzycia pozostalych amin. Postgp reakcji
kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning heksanu
i octanu etylu w stosunku objetosciowym 5:2 (Hex:EtOAc 5:2). Po zakonczeniu reakcji

mieszaning odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkty oczyszczano

136



Czgs$¢ eksperymentalna

wykorzystujac preparatywng chromatografie cienkowarstwowa, eluujac

mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku obj¢tosciowym 5:2.
9.1.1 2,4-dimetoksy-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (138)

Uzyto 21 pL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (1 eq) uzyskujac 23 mg
produktu (wydajnos$¢ 78%).

RiHex:E0AC(5:2))=0,32

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 7,76 (q, J=4,8 Hz, 1H, NH); 3,83 (s, 3H, CH;0);
3,80 (s, 3H, CH30); 2,78 (d, J=4,8 Hz, 3H, CH;N).
C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 172,44; 171,88; 168,46; 54,42; 27,67.

MS (ESI, pos.) m/z 171 [M+H]".
9.1.2 6-benzyloamino-2,4-dimetoksy-1,3,5-triazyna (139)

Uzyto 19 pL benzyloaminy (1 eq) uzyskujac 39 mg produktu (wydajnos¢ 92%,).
RiHex:Et0Ac(5:2))=0,36

'"H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,34 — 7,29 (m, SH, 5xHa.); 5,94 — 5,89 (m, 1H, NH);
4.67 (d, J=6,0 Hz, 2H, CH,); 3,98 (s, 3H, CHs); 3,93 (s, 3H, CHs).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 172,63; 172,14; 168,19; 138,15; 128,67; 127,57; 127,52;
54,69; 54,55, 45,01.

MS (ESI, pos.) m/z 247 [M+H]", 269 [M+Na]", 515 [2M+Na]".
MS (ESL neg.) m/z 267 [M+Na—2H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 247,1190 2471185
[2M+H]+ 493,2306 493,2299
[2M+Na]" 515,2126 515,2119
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9.1.3 2,4-dimetoksy-6-furfuryloamino-1,3,5-triazyna (140)

Uzyto 16 pL furfuryloaminy (1 eq) uzyskujac 38 mg produktu (wydajnos¢ 94%).

RiHex:E0AC(5:2))=0,36

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,36 (dd, J=1,9; 0,8 Hz, 1H, CHOgy); 6,33 (dd, J=3,2;
1,9 Hz, 1H, CHgy); 6,26 (dd, J=3,2; 0,9 Hz, 1H, CHgy); 5,95 — 5,90 (m, 1H, NH); 4,65
(d, J=5,8Hz, 2H, CH,); 3,99 (s, 3H, CH3); 3,93 (s, 3H, CH3).

BC NMR (101 MHz, CDCly) & 172,55; 172,15; 167,99; 142.22; 110,38; 107,36; 99,97;
54,69; 54,58; 38,03.

MS (ESI, pos.) m/z 237 [M+H]", 259 [M+Na]", 495 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 235 [M-H]’, 257 [M+Na-2H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 237,0982 237,0977
[2M+H]Jr 473,1892 473,1885
[2M+Na]+ 495,1711 495,1703

9.1.4 2,4-dimetoksy-6-dimetyloamino-1,3,5-triazyna (141)

Uzyto 30 uL 33% roztworu dimetyloaminy w absolutnym etanolu (1 eq) uzyskujac

29 mg produktu (wydajnos¢ 91%).

RiHex:E0AC(5:2))=0,20

"H NMR (400 MHz, CDCL3) & 3,95 (s, 6H, 2xCH30); 3,17 (s, 6H, 2xCH;N).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 8§ 172,05; 167,29; 54,35; 36,47.

MS (ESI, pos.) m/z 185 [M+H]", 207 [M+Na]", 248 [M+ACN+Na]", 391 [2M+Na]".
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9.2 Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2-chloro-4-metoksy-
1,3,5-triazyny

W  kolbie rozpuszczono 2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyng¢ (200 mg;
1,LI2mmol; 1eq) w 5SmL chlotku metylenu. Dodano 1eq odpowiedniej aminy
(metyloamina, benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning mieszano
w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu przez 2 h. Postep reakcji kontrolowano
wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning heksanu i1 octanu etylu
w stosunku objetosciowym 1:1 (Hex:EtOAc 1:1). Po zakonczeniu reakcji mieszaning
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Produkty oczyszczano wykorzystujac
preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwowa, eluujac mieszaning heksanu i octanu

etylu w stosunku objetosciowym 5:2.

9.2.1 2-chloro-4-metoksy-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (142)

Uzyto 138 pL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (1 eq) uzyskujac
156 mg produktu (wydajnos¢ 80%).

RiHex:E0AC(1:1)=0,52

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,39-8,38 (m, 1H, NH); 4,05 (s, 3H, CH30), 3,89 (s,
3H, CH;3N).
C NMR (101 MHz, DMSO-de) 8 170,68; 169,99; 169,02; 54,75; 27,06.

9.2.2 6-benzyloamino-2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyna (143)

Uzyto 122 pL benzyloaminy (1 eq) uzyskujac 243 mg produktu (wydajnos¢ 87%),

wystepujacego w widmach NMR w postaci dwoch izomerdw.
RiHex:E0AC(1:1)=0,56

Izomer 1:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ 9,06 (t, J=6,3 Hz, 1H, NH); 7,34 — 7,30 (m, 5H,
5xHa,); 4,50 (d, J=6,3 Hz, 2H, CH5), 3,85 (s, 3H, CH3).
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Izomer 2:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢ 9,00 (t, J=6,3 Hz, 1H, NH); 7,36 — 7,21 (m, 5H,
5xHa,); 4,50 (d, J=6,3 Hz, 2H, CH>); 3,87 (s, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow 7 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 170,67; 170,29; 170,05; 169,35; 166,60; 166,57,
138,38; 138,35; 128,31; 127,35; 127,14; 126,99; 54,91; 54,89; 43,79; 43,72.

9.2.3 2-chloro-6-furfuryloamino-4-metoksy-1,3,5-triazyna (144)

Uzyto 103 puL furfuryloaminy (1 eq) uzyskujac 228 mg produktu (wydajnos¢ 85%),

wystepujacego w widmach NMR w postaci dwoch izomerdw.
RiHex:E0AC(1:1)70,68

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 8,98 (t, J=6,0 Hz, 1H, NH); 7,58 — 7,57 (m, 1H,
CHOgy); 6,39 — 6,38 (m, 1H, CHpy); 6,32 — 6,29 (m, 1H, CHgy); 4,50 (d, J=5,8 Hz,
2H, CH>); 3,89 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d) & 8,93 (t, J=6,1 Hz, 1H, NH); 7,59 — 7,57 (m, 1H,
CHOgy); 6,42 — 6,36 (m, 1H, CHpy); 6,30 — 6,25 (m, 1H, CHgy); 4,48 (d, J=5,8 Hz,
2H, CH,); 3,86 (s, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow 7 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 170,63; 170,32; 169,99; 169,42; 166,47; 166,46,
151,17; 151,13; 142,29; 110,48, 110,46; 107,40; 107,28; 54,98; 54,92; 37,27; 37,18.

9.2.4 2-chloro-6-dimetyloamino-4-metoksy-1,3,5-triazyna (145)

Uzyto 197 pL 33% roztworu dimetyloaminy w absolutnym etanolu (1 eq) uzyskujac
106 mg produktu (wydajnos¢ 50,44%).

RiHex:E0AC(1:1)=0,54
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'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 3,88 (s, 3H, CH30); 3,13 (s, 3H, CH3N); 3,11 (s, 3H,
CH;N).
BC NMR (101 MHz, DMSO-dg) 8 170,16; 169,47; 165,31; 54,80; 36,26; 36,20.

9.3 Synteza 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-metoksy-1,3,5-

triazny

W celu uzyskania pochodnych o jednakowych podstawnikach aminowych,
w kolbie rozpuszczono 2,4-dichloro-6-metoksy-1,3,5-triazyne (200 mg; 1,12 mmol;
leq) w 5mL chlorku metylenu. Dodano 4 eq odpowiedniej aminy (metyloamina,
benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning mieszano w temperaturze
pokojowej w atmosferze argonu przez 24 h. Postep reakcji kontrolowano wykonujac
analize TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning heksanu i1 octanu etylu w stosunku
objetosciowym 1:1 (Hex:EtOAc 1:1). Po zakonczeniu reakcji mieszaning odparowano
pod zmniejszonym cisnieniem. Produkty oczyszczano wykorzystujac preparatywna
chromatografi¢ cienkowarstwowsg, eluujac mieszaning heksanu 1 octanu etylu
w stosunku obje¢tosciowym 1:1.

W celu uzyskania pochodnych o réznych podstawnikach aminowych otrzymano
najpierw 6-aminopodstawione pochodne 2-chloro-4-metoksy-1,3,5-triazyny
(podrozdziat 9.2), ktore nastepnie w ilosci 50 mg umieszczano w kolbie 1 rozpuszczano
w3 mL chlorku etylenu. Dodano 2,5eq odpowiedniej aminy (metyloamina,
benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning mieszano w temperaturze
50°C, w atmosferze argonu przez 24 h. Postep reakcji kontrolowano wykonujac analize
TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning heksanu i octanu etylu w stosunku
objetosciowym 1:1 (Hex:EtOAc 1:1). Po zakonczeniu reakcji mieszaning odparowano
pod zmniejszonym cis$nieniem. Produkty oczyszczano wykorzystujac preparatywna
chromatografi¢ cienkowarstwowa, eluujagc mieszaning heksanu 1 octanu etylu

w stosunku objetosciowym 1:1.
9.3.1 4,6-di(metyloamino)-2-metoksy-1,3,5-triazyna (146)

Uzyto 0,55 mL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (4 eq) uzyskujac

95 mg produktu (wydajnos¢ 50%).
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RiHex:Et0Ac(1:1)70,18

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5,68 — 5,44 (m, 2H, 2xNH); 3,91 (br s, 3H, CH;0); 2,98
(br s, 6H, 2xCH3N).
BC NMR (101 MHz, DMSO-de) & 167,91; 167.,65; 167,26; 53,54; 27,73; 27.54.

MS (ESI, pos.) m/z 170 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 168 [M-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 170,1036 170,1035
[M+Na]" 192,0856 192,0855
[2M+H]" 339,2000 339,1997
[2M+Na]" 361,1819 361,1814

9.3.2 4,6-di(benzyloamino)-2-metoksy-1,3,5-triazyna (147)

Uzyto 0,49 mL benzyloaminy (4 eq) uzyskujac 251 mg produktu (wydajnos¢ 70%),

ktory w widmie NMR wystepuje w postaci trzech izomerow.
RiHex:E0AC(1:1)=0,40

Izomer 1:
'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) ¢ 7,80 — 7,74 (m, 2H, 2xNH); 7,32 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHa;); 4,40 (d, J=6,5 Hz, 4H, 2xCH>); 3,73 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) ¢ 7,83 — 7,77 (m, 2H, 2xNH); 7,32 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHa;); 4,40 (d, J=6,5 Hz, 4H, 2xCH>); 3,73 (s, 3H, CH3).

Izomer 3:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) ¢ 7,73 — 7,59 (m, 2H, 2xNH); 7,32 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHa;); 4,46 (d, J=6,3 Hz, 4H, 2xCH>); 3,71 (s, 3H, CH3).
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Mieszanina izomerow 1, 2 i 3:

C NMR (101 MHz, DMSO-dq) & 166,76; 161,46; 140,14; 139,97; 128,09; 128,04;
127,28; 127,23; 127,12; 126,96, 126,48; 53,20; 43,48; 43,33; 43,19.

MS (ESI, pos.) m/z 322 [M+H]", 643 [2M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 342 [M+Na—2H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane
[M+H]+ 322,1662 322,1602
[2M+H]Jr 643,3252 643,3229

9.3.3 4,6-di(furfuryloamino)-2-metoksy-1,3,5-triazyna (148)

Uzyto 0,41 mL furfuryloaminy (4 eq) uzyskujac 313 mg produktu (wydajno$¢ 93%),

wystepujacego w widmie NMR w postaci dwoch izomerow.

RiHex:E0AC(1:1)70,33

Izomer 1:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 7,73 (t, J=6,0 Hz, 2H, 2xNH); 7,53 (br s, 2H,
2xCHOgy,); 6,35 (br s, 2H, 2xCHgy,); 6,21 (br s, 2H, 2xCHpy,); 4,47 — 4,38 (m, 4H,

2xCHb); 3,76 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) 6 7,61 (t, 2H, 2xNH); 7,53 (br s, 2H, 2xCHO¥,,); 6,35
(br s, 2H, 2xCHpgy,); 6,17 (d, J=3,1 Hz, 2H, 2xCHpy,); 4,47 — 4,38 (m, 4H, 2xCH>); 3,72

(s, 3H, CHj).

Mieszanina izomerow 7 i 2:

C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 170,49; 166,79; 166,59; 152,90; 152,81; 141,69;
110,35; 106,56; 53,26; 36,93; 36,82.

MS (ESI, pos.) m/z 302 [M+H]", 603 [2M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 300 [M—H]’, 322 [M+Na—2H].
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 302,1248 302,1241
2M-+H]" 603,2423 603,2415

9.3.4 4,6-di(dimetyloamino)-2-metoksy-1,3,5-triazyna (149)

Uzyto 0,79 mL 33% roztworu dimetyloaminy w absolutnym etanolu (4 eq) uzyskujac
143 mg produktu (wydajnos¢ 65%).

RiHex:E0AC(1:1)=0,50

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 3,77 (s, 3H, CH;0); 3,05 (s, 12H, 4xCH;N).
13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 170,26; 165,98; 53,05; 35,55.

MS (ESI, pos.) m/z 198 [M+H]", 417 [2M+Na]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 198,1349 198,1347
[2M-+H]" 417,2445 417,2437

9.3.5 4-benzyloamino-2-metoksy-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (150)

Uzyto 62 uL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2,5 eq) uzyskujac
32mg produktu (wydajnos¢ 65%).

RiHex:E0AC(1:1)=0,22

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,36 — 7,26 (m, 5H, 5xHa,); 6,20 (br s, 1H, NH); 5,81 (br
s, 1H, NH); 4,70 — 4,51 (m, 2H, CH,); 3,89 (s, 3H, CH;0); 2,97 — 2,89 (m, 3H, CH;N).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § 166,79; 166,56; 166,43; 138,29; 128,03; 127,09; 126,75;
53,47; 44,27, 27,15.

MS (ESI, pos.) m/z 246 [M+H]", 268 [M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 244 [M—H]’, 266 [M+Na—2H].
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 246,1349 246,1345
2M-+H]" 491,2626 491,2621
[2M+Na]* 513,2445 513,2439

9.3.6 4-furfuryloamino-2-metoksy-6-metyloamino-1,3,5-triazyna

(151)

Uzyto 64 uL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2,5 eq) uzyskujac
32 mg produktu (wydajnos$¢ 86%)

Rf(Hex:EtOAc(l : 1)):():20

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,33 (br s, 1H, CHOry); 6,33 — 6,26 (m, 1H, CHpy);
6,22 (br s, 1H, CHpy,); 5,91 (brs, 1H, NH); 5,46 (br s, 1H, NH); 4,62 (br s, 2H, CH,);
3,90 (s, 3H, CH30); 2,95 (br s, 3H, CH3N).

C NMR (101 MHz, CDCls) & 166,42; 165,66; 151,43; 141,47; 109,82; 106,57; 53,47;
37,33; 27,12.

MS (ESI, pos.) m/z 236 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 234 [M—H]’, 256 [M+Na—2H]’, 272 [M+K-2H] .

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]Jr 236,1142 236,1138
[2M+H]Jr 471,2211 471,2206
[2M+N a]Jr 493,2031 493,2024

9.3.7 4-dimetyloamino-2-metoksy-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (152)
Uzyto 82 uL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2,5 eq) uzyskujac

17 mg produktu (wydajnos¢ 34%), wystepujacego w widmie NMR w postaci dwoch

1zomerow.
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RiHex:Et0Ac(1:1)=0,30

Izomer I:
'"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 5,44 (br s, 1H, NH); 3,89 (s, 3H, CH;0); 3,15 (s, 6H,
2xCH3N); 2,97 (d, J=5,0 Hz, 3H, CH3NH).

Izomer 2:
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 5,26 (br s, 1H, NH); 3,89 (s, 3H, CH3;0); 3,15 (s, 6H,
2xCHj3 N); 2,97 (d, J=5,0 Hz, 3H, CH3 NH).

Mieszanina izomerow 11 2:
BC NMR (101 MHz, CDCl;) & 169,12; 166,95; 166,32; 165,85; 53,28; 35,74; 27,12.
MS (ESI, pos.) m/z 184 [M+H]".

9.3.8 4-benzyloamino-6-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna

(153)

Uzyto 57 uL benzyloaminy (2,5 eq) uzyskujac 64 mg produktu (wydajnos¢ 98%,), ktory

w widmie NMR wystepuje w postaci dwoch izomerow.
RiHex:Et0Ac(1:1)70,34

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 7,84 (t, J=5,3 Hz, 1H, NH); 7.68 (t, J=6,6 Hz, 1H,
NH); 7,53 (br s, 1H, CHOgy,); 7,33 — 7,17 (m, SH, 5xHa;); 6,36 (br s, 1H, CHgy); 6,25
— 6,18 (m, 1H, CHpy); 4,50 — 4,35 (m, 4H, 2xCHy;); 3,73 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 7,67 (t, J=3,6 Hz, 1H, NH); 7,59 (t, J=5,7 Hz, 1H,
NH); 7,51 (br s, H, CHOgy,); 7,33 — 7,17 (m, 5H, 5xHa;); 6,31 (br s, 1H, CHgy); 6,05
(d, J=3,1 Hz, 1H, CHpy); 4,48 — 4,36 (m, 4H, 2xCHy;); 3,76 (s, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow 1 i 2:

BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 152,91; 141,68; 141,64; 140,14; 128,09; 127,37,
127,23; 127,16; 127,07; 126,97; 126,50; 110,34; 106,46; 53,23; 53,17; 43,53; 36,90;
36,82.
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MS (ESI, pos.) m/z 312 [M+H]", 350 [M+K]", 623 [2M+H], 645 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 310 [M-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 312,1455 312,1448
[2M+H]+ 623,2837 623,2828
[2M+N a]Jr 645,2657 645,2645
[2M+K]Jr 661,2396 661,2385

9.3.9 6-dimetyloamino-4-furfuryloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna

(154)

Uzyto 0,61 puL furfuryloaminy (2,5 eq) uzyskujac 55 mg produktu (wydajnos¢ 83%),

wystepujacego w widmie NMR w postaci dwdch izomerow.
Rf(Hex:EtOAc(l : 1)):():44

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 7,68 — 7,59 (m, 1H, NH); 7,53 (dd, J=1,9; 0,9 Hz,
1H, CHOgy); 6,39 — 6,33 (m, 1H, CHpy); 6,24 — 6,17 (m, 1H, CHpyy); 4,46 — 4,38 (m,
2H, CH>); 3,75 (s, 3H, CH30); 3,03 (s, 6H, 2xCH3N).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 7,68 — 7,59 (m, 1H, NH); 7,53 (dd, J=1,9; 0,9 Hz,
1H, CHOgy,); 6,39 — 6,33 (m, 1H, CHgy,); 6,24 — 6,17 (m, 1H, CHgy); 4,46 — 4,38 (m,
2H, CHy); 3,77 (s, 3H, CH30); 3,06 (s, 6H, 2xCH3N).

Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 170,37; 166,36; 166,04; 153,02; 152,98; 141,66;
110,33; 106,53; 106,41; 53,15; 36,99; 36,86; 35,65; 35,51.

MS (ESI, pos.) m/z 250 [M+H]", 288 [M+K]", 499 [2M+Ha]".
MS (ESI, neg.) m/z 248 [M-H]".
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 250,1298 250,1293
2M-+H]" 499,2524 499,2512
[2M+Na]* 521,2344 521,2297

9.3.10 4-benzyloamino-6-dimetyloamino-2-metoksy-1,3,5-triazyna

(155)

Uzyto 73 uL benzyloaminy (2,5 eq) uzyskujac 59 mg produktu (wydajnos¢ 85%), ktory

w widmie NMR wystepuje w postaci dwoch izomerow.
Rf(Hex:EtOAc(l : 1)):0:~3 9

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 7,77 (t, J=6,5 Hz, 1H, NH); 7,.33 — 7,25 (m, 4H,
4xHa,); 7,26 — 7,16 (m, 1H, Hy,); 4,43 (d, J=6,3 Hz, 2H, CH_); 3,74 (s, 3H, CH30);
3,03 (s, 3H, CH3N); 3,01 (s, 3H, CH3N).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 7,72 (t, J=6,4 Hz, 1H, NH); 7,33 — 7,25 (m, 4H,
4xHar); 7,26 — 7,16 (m, 1H, Hy,); 4,43 (d, J=6,3 Hz, 2H, CH>); 3,74 (s, 3H, CH30);
3,03 (s, 3H, CH3N); 3,01 (s, 3H, CH;3N).

Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 170,34; 166,49; 166,08; 140,24; 128,07; 127,31;
127,11; 126,49; 53,12; 43,62; 43,32; 35,64; 35,51.

MS (ESI, pos.) m/z 260 [M+H]", 541 [2M+Na]".
MS (ESI, neg.) m/z 280 [M+Na—2H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 260,1506 260,1502
[2M+H]Jr 519,2939 519,2935
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[2M+Na]* 541,2758 541,2753
2M+K]" 557,2498 557,2493

9.4 Synteza 6-aminopodstawionych pochodnych 2,4-dichloro-1,3,5-
triazyny

W  kolbie rozpuszczono 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazyne (chlorek cyjanuru)
(200 mg; 1,09 mmol; 1 eq) w 10 mL acetonitrylu. Mieszajac, kroplami dodano 2 eq
odpowiedniej aminy (metyloamina, benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina).
Mieszaning mieszano w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Postep reakcji
kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano mieszaning chlorku
metylenu 1 metanolu w stosunku objetosciowym 95:5 (DCM:MeOH 95:5). Po
zakonczeniu reakcji osad zwirowano 1 kilkukrotnie przeptukano acetonitrylem.
Supernatant odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkty oczyszczano
wykorzystujac preparatywng chromatografie cienkowarstwowa, eluujac mieszaning

chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku obje¢tosciowym 95:5.

9.4.1 2,4-dichloro-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (156)

Uzyto 0,27 mL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2 eq) uzyskujac

190 mg produktu (wydajnos¢ 98%).

RipeM:Meom(95:5))=0,60

"H NMR (400 MHz, DMSO-dq) § 9,02 (br s, 1H, NH); 2,84 (d, J=4,8 Hz, 3H, CH3).
13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 169,38; 168,18; 165,51; 27,56.

MS (ESI, neg.) m/z 177 [M-H]’, 198 [M+Na—-2H]".

9.4.2 6-benzyloamino-2,4-dichloro-1,3,5-triazyna (157)

Uzyto 0,24 mL benzyloaminy (2 eq) uzyskujac 269 mg produktu (wydajnos¢ 97%).

Ripem:meon(95:5)=0,76
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 9,60 (t, J=6,3 Hz, 1H, NH); 7,39 — 7,22 (m, 5H,
5xHar); 4,53 (d, J=6,3 Hz, 2H, CH,).

BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 169,47; 168,59; 165,44; 137,42; 128,41; 127,26;
127,21; 43,95.

MS (ESI, pos.) m/z 255 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 253 [M-H]J’, 291 [M+K-2H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H]" 255,0199 255,0013

9.4.3 2,4-dichloro-6-furfuryloamino-1,3,5-triazyna (158)

Uzyto 0,2 mL furfuryloaminy (2 eq) uzyskujac 259 mg produktu (wydajnos¢ 97%).

Ripem:meon(95:5)=0,80

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 9,57 (t, J=5,9 Hz, 1H, NH); 7,60 (dd, J=1,9; 0,9 Hz,
1H, CHOry,); 6,40 (dd, J=3,2; 1,8 Hz, IH, CHyy); 6,34 (dd, J=3.2; 0,9 Hz, 1H, CHpy,);
4,52 (d, J=6,4 Hz, 2H, CH3).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 169,44; 168,70; 165,31; 150,23; 142,55; 110,53;
107,75; 37,47.

MS (ESI, neg.) m/z 243 [M-HJ".

9.4.4 2.,4-dichloro-6-dimetyloamino-1,3,5-triazyna (159)

Uzyto 0,39 mL 33% roztworu dimetyloaminy w absolutnym etanolu (2 eq) uzyskujac
202 mg produktu (wydajnos$¢ 96%).

Ripem:Meon95:5)=0,59

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 3,14 (s, 6H, 2xCH3).
BC NMR (101 MHz, DMSO-de) & 168,63; 164,00; 36,66.
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9.5 Synteza 4,6-diaminopodstawionych pochodnych 2-chloro-1,3,5-
triazyny

W celu uzyskania pochodnych o jednakowych podstawnikach aminowych,
w kolbie rozpuszczono chlorek cyjanuru (150 mg; 0,82 mmol; 1eq) w 10mL
acetonitrylu. Kroplami dodawano 4eq odpowiedniej aminy (metyloamina,
benzyloamina, furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning¢ mieszano w temperaturze
pokojowej przez 4 h. Postep reakcji kontrolowano wykonujgc analize TLC. Jako eluenta
uzywano mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku objg¢tos§ciowym 95:5
(DCM:MeOH 95:5). Po =zakonczeniu reakcji osad zwirowano 1 kilkukrotnie
przeptukano acetonitrylem. Supernatant odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkty oczyszczano wykorzystujac preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwowa,
eluujac mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku objeto§ciowym 95:5.

W celu uzyskania pochodnych o réznych podstawnikach aminowych otrzymano
najpierw 6-aminopodstawione pochodne 2,4-dichloro-1,3,5-triazyny (podrozdziat 9.4),
ktore nastepnie w ilosci 100 mg umieszczano w kolbie 1 rozpuszczano w 10 mL
acetonitrylu. Dodano kroplami 2 eq odpowiedniej aminy (metyloamina, benzyloamina,
furfuryloamina, dimetyloamina). Mieszaning mieszano w temperaturze pokojowe;j,
przez 4 h. Postep reakceji kontrolowano wykonujac analize TLC. Jako eluenta uzywano
mieszaning chlorku metylenu 1 metanolu w stosunku objetosciowym 95:5 (DCM:MeOH
95:5). Po =zakonczeniu reakcji osad zwirowano 1 kilkukrotnie przeplukano
acetonitrylem. Supernatant odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkty
oczyszczano wykorzystujac preparatywna chromatografie cienkowarstwowa, eluujac

mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku obje¢tosciowym 95:5.

9.5.1 2-chloro-4,6-di(metyloamino)-1,3,5-triazyna (160)

Uzyto 134 uL. 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (4 eq) uzyskujac
64 mg produktu (wydajnos$¢ 45%,).
Ripem:meon(95:5)=0,58

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 9,03 (br s, 2H, 2xNH); 2,84 (s, 6H, 2xCHj).

MS (ESI, pos.) m/z 174 [M+H]".
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9.5.2 2-chloro-4,6-di(benzyloamino)-1,3,5-triazyna (161)

Uzyto 0,36 mL benzyloaminy (4 eq) uzyskujac 256 mg produktu (wydajno$¢ 96%),

wystepujacego w widmie NMR w postaci czterech izomerdw.

Izomer 1:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 8,40 (t, J=6,2 Hz, 2H, 2xNH); 7,36 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHa,); 4,42 (d, J=6,2 Hz, 4H, 2xCH,).

Izomer 2:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) ¢ 8,35 — 8,29 (m, 2H, 2xNH); 7,36 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHap;); 4,47 (m, 4H, 2xCH,).

Izomer 3:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-de) ¢ 8,31 — 8,26 (m, 2H, 2xNH); 7,36 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHap,); 4,42 (d, J=6,2 Hz, 4H, 2xCH,).

Izomer 4:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 8,16 (t, J=6,2 Hz, 2H, 2xNH), 7,36 — 7,17 (m, 10H,
2x5xHa;); 4,42 (d, J=6,2 Hz, 4H, 2xCH,).

Analizy w 95°C:

'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 7,92 (br s, 2H, 2xNH); 7,47 — 7,03 (m, 10H,
2x5xHa,); 4,47 (d, J=6,3 Hz, 4H, 2xCH,).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 165,88; 160,94; 139,28; 128,16; 127.31; 126,71;
43.87.

MS (ESI, pos.) m/z 326 [M+H]", 348 [M+Na]", 364 [M+K]".

HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+H]" 326,1167 326,1159

9.5.3 2-chloro-4,6-di(furfuryloamino)-1,3,5-triazyna (162)

Uzyto 0,3 mL furfuryloaminy (4 eq) uzyskujac 135 mg produktu (wydajnos¢ 54%),
wystepujacego w widmie NMR w postaci czterech izomerdw.

152



Czgs$¢ eksperymentalna

Ripem:Meon(9s:5)~0,54

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,35 (t, J=6,0 Hz, 2H, 2xNH); 7,57 (br s, 2H,
2xCHOpgy); 6,38 (br s, 2H, 2xCHgy); 6,22 (br s, 2H, 2xCHpy,); 4,44 (dd, J=13,7,
6,0 Hz, 4H, 2xCH,).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 829 (t, J=5.8 Hz, 2H, 2xNH), 7,57 (br s, 2H,
2xCHOFgyy); 6,38 (br s, 2H, 2xCHgy), 6,25 (br s, 2H, 2xCHgy); 4,44 (dd, J=13,7,
6,0 Hz, 4H, 2xCH,).

Izomer 3:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,24 (t, J=6,1 Hz, 2H, 2xNH); 7,57 (br s, 2H,
2xCHOpgy); 6,38 (br s, 2H, 2xCHpgy,); 6,28 (br s, 2H, 2xCHgy,); 4,44 (dd, J=13,7;
6,0 Hz, 4H, 2xCH,).

Izomer 4:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,11 (t, J=5,4 Hz, 2H, 2xNH); 7,57 (br s, 2H,
2xCHOpgy); 6,38 (br s, 2H, 2xCHpgy,); 6,25 (br s, 2H, 2xCHgy,); 4,44 (dd, J=13,7;
6,0 Hz, 4H, 2xCH,).

Mieszanina izomerow 1, 2, 3i 4:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 168,32; 167,88; 165,46; 165,25; 165,15; 151,97;
151,85; 142,04; 142,00; 141,97; 110,43; 110,40, 106,98; 106,77; 36,98; 36,94.

MS (ESI, pos.) m/z 306 [M+H]".
9.5.4 2-chloro-4,6-di(dimetyloamino)- 1,3,5-triazyna (163)

Uzyto 0,58 mL 33% roztworu dimetyloaminy w absolutnym etanolu (4 eq) uzyskujac
163 mg produktu (wydajnos¢ 99%).

Repem:Meon(9s:5)=0,86

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 3,08 (s, 6H, 2xCH3N); 3,05 (s, 6H, 2xCH;3N);
BC NMR (101 MHz, DMSO-de) 8 168,06; 164,28; 35,89; 35,79.
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MS (ESI, pos.) m/z 202 [M+H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 202,0854 202,0850
[M+Na]" 224,0673 224,0669

9.5.5 4-benzyloamino-2-chloro-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (164)

Uzyto 97 uL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2 eq) uzyskujac 85 mg
produktu (wydajnos¢ 87%), wystepujacego w widmie NMR w postaci czterech

1Zomerow.
Ripem:meon95:5)=0,50

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 8,35 (t, J=6,3 Hz, 1H, NHCH.>); 7,71 (q, J=4,6 Hz,
1H, NHCH3); 7,35 — 7,17 (m, 5H, 5xHa,); 4,49 — 4,39 (m, 2H, CHy); 2,77 — 2,68 (m,
3H, CH;3N).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,31 (t, J=6,4 Hz, 1H, NHCH,); 7,66 (q, J=4,8 Hz,
1H, NHCH3); 7,35 — 7,17 (m, 5H, 5xHa,); 4,49 — 4,39 (m, 2H, CHy); 2,77 — 2,68 (m,
3H, CH;N).

Izomer 3:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,20 (t, J=6,5; 3,3 Hz, 1H, NHCH,); 7,66 (q,
J=4,8 Hz, 1H, NHCH3); 7,35 — 7,17 (m, 5H, 5xHa:); 4,49 — 4,39 (m, 2H, CH3); 2,77 —
2,68 (m, 3H, CH;3N).

Izomer 4:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 8,06 (t, 1H, NHCH,); 7,53 — 7,47 (m, 1H, NHCH3);
7,35 —7,17 (m, 5H, 5xHa,); 4,49 — 4,39 (m, 2H, CH,); 2,77 — 2,68 (m, 3H, CH3N).

154



Czgs$¢ eksperymentalna

Mieszanina izomerow 1, 2, 3i 4:

C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 167,52; 165,77; 165,66; 165,51; 165,44; 139,31;
128,21; 128,17; 127,45; 127,01; 126,95; 126,75; 126,69; 43,62; 43,33; 43,23; 27,20;
27,17; 27,06.

MS (ESI, pos.) m/z 250 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 248 [M-H]".

HRMS (ESI, neg.) m/z

obliczone obserwowane

[M-H] 248,0708 248,0696

9.5.6 2-chloro-4-furfuryloamino-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (165)

Uzyto 101 pL 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2 eq) uzyskujac
94 mg produktu (wydajnos¢ 96%), wystepujacego w widmie NMR w postaci dwoch

1Zomerow.
Ripem:meon(9s:5)=0,34

Izomer 1I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,30 — 8,19 (m, 1H, NH); 7,79 — 7,76 (m, 1H, NH);
7,56 (br s, 1H, CHOgy,); 6,38 (br s, 1H, CHgy); 6,29 — 6,20 (m, 1H, CHgy,); 4,41 (br s,
2H, CH,); 2,74 (br s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,18 — 8,10 (m, 1H, NH); 7,72 — 7,67 (m, 1H, NH);
7,56 (br s, 1H, CHOgy); 6,38 (br s, 1H, CHgy); 6,29 — 6,20 (m, 1H, CHgy); 4,47 (d,
J=5,8 Hz, 2H, CH>); 2,79 (br s, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow /i 2:

C NMR (101 MHz, DMSO-dq) & 168,34; 167,95; 167,58; 165,78; 165,60; 165,51;
165,33; 164,90; 152,13; 152,03; 151,97; 141,97; 110,41, 107,05; 106,83; 106,77; 36,95;
27,18; 27,08; 24,19.

MS (ESI, pos.) m/z 240 [M+H]".
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 240,0647 240,0643
[M+Na]+ 262,0466 262,0462

9.5.7 2-chloro-4-dimetyloamino-6-metyloamino-1,3,5-triazyna (166)

Uzyto 128 pL. 33% roztworu metyloaminy w absolutnym etanolu (2 eq) uzyskujac
94 mg produktu (wydajnos¢ 97%), wystepujacego w widmie NMR w postaci dwoch

1Zomerow.
Ripem:Meon(9s:5)=0,48

Izomer 1:
'H NMR (400 MHz, DMSO-d) 6 7,68 (br s, 1H, NH); 3,10 (s, 3H, CH3N); 3,05 (s, 3H,
CH;N); 2,78 (d, J=4,7 Hz, 3H, CH3NH).

Izomer 2:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 7,62 (br s, 1H, NH); 3,10 (s, 3H, CH3N); 3,03 (s, 3H,
CH;3N); 2,74 (d, J=4,7 Hz, 3H, CH3NH).

Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 168,88; 168,42; 167,67; 165,32; 164,63; 164,25;
35,85; 35,80; 27,19; 27,05.

MS (ESI, pos.) m/z 188 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 186 [M-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 188,0697 188,0696
[M+Na]+ 210,0517 210,0513
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9.5.8 4-benzyloamino-2-chloro-6-furfuryloamino-1,3,5-triazyna (167)

Uzyto 90 uL benzyloaminy (2 eq) uzyskujac 100 mg produktu (wydajno$¢ 78%),

wystepujacego w widmie NMR w postaci dwdch izomerow.
Ripem:Meon(95:5)=0,60

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,44 (t, J=6,2 Hz, 1H, NH); 8,31 (t, J=6,2 Hz, 1H,
NH); 7,57 (s, 1H, CHOgy); 7,35 — 7,21 (m, SH, 5xHy;); 6,39 (br s, 1H, CHgy); 6,31 —
6,20 (m, 1H, CHgy); 4,50 — 4,38 (m, 4H, 2xCH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) & 8,37 (t, J=7,0 Hz, 1H, NH); 8,23 (t, J=6,6 Hz, 1H,
NH); 7,54 (s, 1H, CHOgy,); 7,35 — 7,21 (m, 5H, 5xHy;); 6,33 (br s, 1H, CHpy,); 6,10 (br
s, IH, CHpyy); 4,50 — 4,38 (m, 4H, 2xCH,).

9.5.9 2-chloro-6-dimetyloamino-4-furfuryloamino-1,3,5-triazyna

(168)

Uzyto 96 uL furfuryloaminy (2 eq) uzyskujac 129 mg produktu (wydajnos¢ 98%),

wystepujacego w widmie NMR w postaci dwdch izomerow.
Ripem:Meon(95:5)=0,68

Izomer I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,26 (t, J=5,6 Hz, 1H, NH); 7,56 (s, 1H, CHOgy);
6,38 (s, |H, CHpy); 6,27 (s, 1H, CHpy); 4,48 — 4,39 (m, 2H, CH,); 3,09 (s, 3H, CH3);
3,05 (s, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8.19 — 8.14 (m, 1H, NH); 7,56 (s, 1H, CHOgy); 6,38
(s, 1H, CHgy); 6,23 (s, 1H, CHpyy); 4,48 — 4,39 (m, 2H, CH>); 3,09 (s, 3H, CH3); 3,05
(s, 3H, CH3).
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Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 168,40; 167,96; 165,24; 164,96, 164,88; 164,44,
152,16; 152,03; 141,98; 110,42; 110,39; 106,97; 106,76; 37,01; 36,97; 35,92; 35,80.

MS (ESI, pos.) m/z 254 [M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 252 [M-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 254,0803 254,0798
[M+Na]" 276,0623 276,0617
[2M+H]" 507,1534 507,1527
[2M+Na]" 529,1353 529,1346

9.5.10 4-benzyloamino-2-chloro-6-dimetyloamino-1,3,5-triazyna (169)

Uzyto 114 uL benzyloaminy (2 eq) uzyskujac 133 mg produktu (wydajnos¢ 97%),

wystepujacego w widmie NMR w postaci dwdch izomerow.
Ripem:meon(9s:5)=0,70

Izomer 1:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 8,36 (br s, I1H, NH); 7,35 — 7,21 (m, 5H, 5xHy,); 4,45
(d, J=6,2 Hz, 2H, CH,); 3,04 (br s, 6H, 2xCH3).

Izomer 2:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 8,25 (br s, 1H, NH); 7,35 — 7,21 (m, 5H, 5xHay,); 4,45
(d, J=6,2 Hz, 2H, CH3); 3,04 (br s, 6H, 2xCH3).

Mieszanina izomerow 1 i 2:
BC NMR (101 MHz, DMSO-d¢) 6 167,90; 165,00; 164,51; 139,33; 128,22; 128,19;
127,34; 126,99; 126,74; 43,68; 43,33; 35,90; 35,78.

MS (ESI, pos.) m/z 264 [M+H]".
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HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 264,1010 264,1004
[M+Na]" 286,0830 286,0822
2M+H]" 527,1948 527,1939
[2M+Na]" 549,1768 549,1757
2M+K]" 565,1507 565,1495

9.6 Synteza diaminopodstawionych pochodnych 5-azacytozyny

Odpowiedniag  4,6-diaminopodstawiong  pochodng  2-chloro-1,3,5-triazyny
(100 mg, 1eq) umieszczano w niewielkiej ilosci mieszaniny dioksanu i wody
o stosunku objetosciowym 4:1 (DIOXAN:H,O 4:1). Cato$¢ podgrzewano i nastepnie
dodawano 8 eq 2 M roztworu wodorotlenku potasu. Mieszano w temperaturze wrzenia
przez 24h. Postep reakceji kontrolowano wykonujac analiz¢ TLC. Jako eluenta uzywano
mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku obj¢tosciowym 9:1 (DCM:MeOH
9:1). Po zakonczeniu reakcji mieszaning zat¢zono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Produkty oczyszczano wykorzystujac preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwowa,

eluujac mieszaning chlorku metylenu i metanolu w stosunku objetosciowym 9:1.

9.6.1 5-aza-4-N-metylo-6-metyloaminocytozyna (170)

Uzyto 2,3 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 72 mg produktu
(wydajnos¢ 80%).

Ripem:meon(9:1)=0,29

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 10,04 (s, 1H, HN-1); 8,48 (s, 2H, 2xNH); 2,64 (br s,
6H, 2xCH3).
13C NMR (101 MHz, DMSO-dq) & 159,54; 156,76; 153,25; 28,97; 27,03.

9.6.2 5-aza-4-N-benzylo-6-benzyloaminocytozyna (171)

Uzyto 1,23 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 79 mg produktu
(wydajnos¢ 84%), wystepujacego w widmach NMR w postaci dwoch izomerdw.
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Ripem:meon©:1)=0,38

Izomer 1:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 7,62 (t, J=6,6 Hz, 2H, 2xNH); 7,41 (br s, 1H, HN-1);
7,38 — 7,18 (m, 10H, 2x5xHy,); 4,48 — 4,39 (m, 4H, 2xCH,).

Izomer 2:
'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 7,51 (t, J=6,5 Hz, 2H, 2xNH); 7,41 (br s, 1H, HN-1);
7,38 — 7,18 (m, 10H, 2x5xHax;); 4,48 — 4,39 (m, 4H, 2xCH,).

Mieszanina izomerow 1 i 2:

PC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 164,56; 164,14; 158,86; 158,30; 140,14; 136,77;
128,26; 128,09; 126,93; 126,57; 126,45; 43,64; 43,16.

MS (ESI, pos.) m/z 308 [M+H]", 346 [M+K]", 390 [M+2ACN+H]", 615 [2M+H]", 653
[2M+K]".

MS (ESI, neg.) m/z 306 [M-H]".

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+Na]" 330,1325 330,1319
[2M+Na]* 637,2758 637,2748

9.6.3 5-aza-4-N-furfurylo-6-furfuryloaminocytozyna (172)

Uzyto 1,31 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 79 mg produktu

(wydajnos¢ 84%), wystepujacego w widmie NMR w postaci dwdch izomerow.
Ripem:meon(9:1)=0,27

Izomer 1I:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,54 (br s, 2H, 2xCHOgy,); 7,38 (t, J=6,2 Hz, 2H,
2xNH); 7,33 (br s, 1H, HN-1); 6,36 (br s, 2H, 2xCHgy,); 6,22 (d, J=3,2 Hz, 1H, CHpy,);
6,18 (d, J=3,1 Hz, 1H, CHgy,); 4,37 (d, J=6,1 Hz, 4H, 2xCH,).

BC NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 163,89; 158,07; 155,14; 152,97; 152.93; 141,74;
141,69; 110,39; 110,37; 106,45; 106,35; 36,89.
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Izomer 2:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,57 (br s, 2H, 2xCHOgy,); 7,48 (t, J=6,2 Hz, 2H,
2xNH); 7,33 (br s, 1H, HN-1); 6,40 — 6,37 (m, 2H, 2xCHpy,); 6,31 (s, 2H, 2xCHgy,);
4,39 (d, J=6,3 Hz, 4H, 2xCH,).

BC NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 164,31; 158,57; 154,79; 149,73; 149,68; 142,37,
110,40; 110,37; 107,98; 107,91; 37,13.

MS (ESI, pos.) m/z 288 [M+H]", 310 [M+Na]", 351 [M+ACN+Na]", 575 [2M+H]".

MS (ESI, neg.) m/z 286 [M-H]".

9.6.4 5-aza-4-N-dimetylo-6-dimetyloaminocytozyna (173)

Uzyto 1,99 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 76 mg produktu
(wydajnos¢ 83%).

Ripem:meon(:1)=0,34

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 6 10,28 (br s, 1H, HN-1); 3,03 (s, 12H, 6xCH3).
BC NMR (101 MHz, DMSO-de) 8 160,84; 157,06; 36.09.

MS (ESI, pos.) m/z 184 [M+H]", 222 [M+K]", 266 [M+2ACN+H]", 405 [2M+K]".
MS (ESI, neg.) m/z 182 [M-H]..

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]Jr 184,1193 184,1191
[M+Na]+ 206,1012 206,1009
[2M+H]+ 367,2313 367,2308
[2M+Na]+ 389,2132 389,2125

9.6.5 5-aza-4-N-benzylo-6-metyloaminocytozyna (174)

Uzyto 1,6 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 72 mg produktu
(wydajnos¢ 78%), ktory w widmie NMR wystepuje w postaci trzech izomerow.

Ripem:meon(:1)=0,10
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Izomer 1I:

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 12,15 (br s, 1H, HN-1); 8,89 (t, J=5,5 Hz, 1H,
NHCH»); 8,31 — 8,21 (m, 1H, NHCH3); 7,48 — 7,23 (m, 5H, 5xHa,); 4,59 (d, J=5,9 Hz,
2H, CH,); 2,94 — 2,79 (m, 3H, CH3).

Izomer 2:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 12,15 (br s, IH, HN-1); 8,60 (t, 1H, NHCH,); 8,10 —
8,03 (m, 1H, NHCH3); 7,40 — 7,30 (m, 5H, 5xHa,); 4,54 (d, J=6,1 Hz, 2H, CH3); 2,94 —
2,79 (m, 3H, CH3).

Izomer 3:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) & 12,15 (br s, IH, HN-1); 9,68 (t, 1H, NHCH,); 9,21 —
9,13 (m, 1H, NHCH3); 7,40 — 7,30 (m, 5H, 5xHa,); 4,54 (d, J=6,1 Hz, 2H, CH,); 2,94 —
2,79 (m, 3H, CH3).

Mieszanina izomerow 1, 2 i 3:

C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 157,19; 156,70; 156,43; 156,21; 156,19; 148,47,
148,33; 147,72; 147,67, 137,53; 137,49; 128,45; 128,36, 127,71; 127,32; 127,24;
127,18; 44,22; 43,76; 43,72; 28,01; 27,81; 27,76.

MS (ESI, pos.) m/z 232 [M+H]", 270 [M+K]", 308 [M+2K+H]", 314 [M+2ACN+H]"
463 [2M+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 230 [M-H]".

9.6.6 5-aza-4-N-furfurylo-6-metyloaminocytozyna (175)

Uzyto 1,67 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 73 mg produktu
(wydajnos¢ 79%).

Ripem:meon(:1)=0,10

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,56 (br s, 1H, HN-1); 7,51 (d, J=1,8 Hz, 1H,
CHOkRy); 6,34 (dd, J=3,2; 1,8 Hz, 1H, CHgy); 6,18 (d, J=3,1 Hz, 1H, CHgy); 4,35 (s,
2H, CHa); 2,63 (s, 3H, CH3).

13C NMR (101 MHz, DMSO-dg) & 170,90; 167,01; 165,70; 154,67; 141,23; 110,23;
105,74; 36,79; 27,02.
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MS (ESI, pos.) m/z 260 [M+K]".
MS (ESI, neg.) m/z 220 [M-H], 441 [2M-H]..

9.6.7 5-aza-4-N-dimetylo-6-metyloaminocytozyna (176)

Uzyto 2,14 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 72 mg produktu
(wydajnos¢ 80%).

Ripem:meon(:1)=0,24

'H NMR (400 MHz, DMSO-dq) 6 10,79 (br s, 1H, HN-1); 7,57 (br s, 1H, NH); 3,02 (br
s, 6H, 2xCH3N); 2,76 (br s, 3H, CH3NH).
C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 155,51; 154,29; 153,54; 35,99; 28,96.

MS (ESI, pos.) m/z 170 [M+H]", 208 [M+K]", 246 [M+2K+H]", 377 [2M+K]".
MS (ESI, neg.) m/z 168 [M—H], 337 [2M-HJ..

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 170,1036 170,1034
[2M+H]+ 339,2000 339,1994

9.6.8 5-aza-4-N-benzylo-6-furfuryloaminocytozyna (177)

Uzyto 1,27 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 79 mg produktu
(wydajnos¢ 80%).

Ripem:meon(:1)=0,10

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 8,56 (s, 1H, HN-1); 7,52 (s, 1H, CHOgy,); 7,31 — 7,16
(m, 5H, 5xHa,); 6,34 (br s, 1H, CHgy); 6,20 (br s, 1H, CHgy); 4,42 (br s, 2H, CHy);
4,38 (br s, 2H, CH,).

BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 181,74; 173,51; 165,77; 144,00; 141,48; 128,00;
127,10; 126,30; 110,29; 106,19; 62,85; 60,34.

MS (ESI, pos.) m/z 336 [M+K]", 380 [M+2ACN-+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 296 [M-H]".
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HRMS (ESI, pos.) m/z

obliczone obserwowane

[M+K]* 336,0857 336,0850

9.6.9 5-aza-4-N-furfurylo-6-dimetyloaminocytozyna (178)

Uzyto 1,58 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 76 mg produktu
(wydajnosé¢ 82%).

Ripem:meon(:1)=0,26

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 10,39 (br s, 1H, HN-1); 7,58 (s, 1H, CHOry,); 7,54
(br's, 1H, NH); 6,40 (s, 1H, CHgy,); 6,29 (s, 1H, CHry,); 4,46 (s, 2H, CHy); 3,03 (s, 6H,
2xCH3).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 158,35; 156,55; 156,49; 151,94; 142,13; 110,42;
107,08; 62,75; 36,59.

MS (ESI, pos.) m/z 236 [M+H]", 274 [M+K]", 312 [M+2K+Na]", 318 [M+2ACN+H]",
509 [2M+K]".
MS (ESI, neg.) m/z 234 [M—-H], 469 [2M-H]..

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]" 236,1142 236,1138
[M+Na]" 258,0961 258,0957
2M-+H]" 4712211 471,2205
[2M+Na]" 493,2031 493,2024

9.6.10 5-aza-4-N-benzylo-6-dimetyloaminocytozyna (179)

Uzyto 1,52 mL 2 M roztworu wodorotlenku potasu (8 eq) uzyskujac 79 mg produktu

(wydajnos¢ 85%).

Ripem:meon(:1)=0,4




Cze$¢ eksperymentalna

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d) 5 10,34 (br s, 1H, HN-1); 7,66 (br s, 1H, NH); 7,39 —
7,20 (m, SH, 5xHa;); 4,46 (d, J/=5,9 Hz, 2H, CH,); 3,01 (s, 6H, 2xCH3).

C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 160,16; 155,09; 154,29; 137,80; 128,24; 127,35;
126,86; 43,22; 36,04.

MS (ESI, pos.) m/z 246 [M+H]", 284 [M+K]", 322 [M+2K+H]", 328 [M+2ACN+H]".
MS (ESI, neg.) m/z 244 [M-H], 489 [2M-H]..

HRMS (ESI, pos.) m/z
obliczone obserwowane
[M+H]+ 246,1349 246,1347
[M+Na]+ 268,1169 268,1165
[M+K]+ 284,0908 284.,0904
[2M+H]+ 491,2626 491,2623
[2M+Na]" 513,2445 513,2443
[2M+K]+ 529,2185 529,2182
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Abstract

Compounds inhibiting methylation of cytosine in DNA may play an important
role in cancer therapy. Lack of the effective anti-cancer drugs causes the development
of new DNMT1 methyltransferase inhibitors. Several have been identified so far. These
mainly include cytidine derivatives, such as 5-azacytidine and 5-aza-2'-deoxycytidine.
These compounds are characterized by high toxicity towards the cancer cells and,
unfortunately, also to healthy ones. In addition, they are chemically unstable.

Earlier studies of research groups of Prof. Markiewicz and Prof. Barciszewski at
the Institute of Bioorganic Chemistry of the Polish Academy of Sciences were focused
on synthesis and recognition of the biological properties of numerous cytosine
derivatives. In terms of biological properties, the most promising compounds were
4-N-furfurylcytosine and 4-N-furfuryl-5,6-dihydro-5-azacytosine. This fact became the
inspiration for the attempt to obtain derivatives combining the features of these
compounds (i.e. a nitrogen atom in the 5-position of the ring and a double bond between
N-5 nitrogen and C-6 carbon atoms).

The main goal of this dissertation was the development and optimization of the
new synthetic route for N-substituted 5-azacytosine derivatives. Four such derivatives
were obtained using a four-step synthesis. In addition, tests were performed to
determine the stability of the obtained products towards hydrous and alkaline
environment, including physiological conditions. Moreover the effect of the substituent
at the N-1 position of the triazine ring on this feature was determined. Tests have also
been carried out for analogous derivatives of 5-azacytosine (not bearing substituents at
the N-4 position).

During the research, a possibility of application of chlorotrimethylsilane
(TMSCI) (instead of previously used iodotrimethylsilane, generated in situ) in the
demethylation reactions of compounds with different numbers of nitrogen atoms in the
ring, i.e. the methoxy derivatives of s-triazine (3), pyrimidine (2), pyridine (1) and
benzene (0) has been checked.

In order to broaden the spectrum of compounds, mono- and diamino-substituted

S-azacytosine derivatives were obtained up to a total of thirty-two such substances.
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The structures of all obtained products were confirmed using nuclear magnetic
resonance (NMR) spectroscopy and mass spectrometry (MS, HRMS). The obtained
compounds were transferred for the biological studies to determine their inhibition of

DNMTT1 constant values. These studies are still ongoing.
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